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Предисловие

XXI век ознаменовался бурным прогрессом в познании природы 
злокачественных новообразований и впечатляющими успехами в 
лечении различных форм рака благодаря достижениям в изучении 
молекулярных основ канцерогенеза. В клиническую практику вхо­
дят высокотехнологичные методы диагностики и лечения злокаче­
ственных опухолей. Среди них можно упомянуть высокодозную 
химиотерапию с трансплантацией стволовых клеток, использова­
ние цитокинов, моноклональных антител и вакцин, рекомбинант­
ных ДНК и белков, полученных методами генной инженерии.

Научный прогресс на определенном этапе накопления фактов, в 
том числе в смежных дисциплинах, требует осмысления и система­
тизации. Такая потребность особенно актуальна в онкологии, где 
каждый год на основе достижений молекулярной биологии появ­
ляются новые методы диагностики и лечения. Итогом прогресса в 
этой области стала возможность создания средств, способных по­
высить качество жизни и сделать жизнь человека более здоровой и 
счастливой. Неудивительно, что высшая награда в области науки -  
Нобелевская премия по физиологии и медицине в последние годы 
присуждалась за работы в области молекулярной биологии.

Частота онкологических заболеваний неуклонно растет. Моле­
кулярно-генетические исследования в онкологии являются само­
стоятельным направлением и составляют на сегодняшний день часть 
фундаментальной науки, от успехов которой зависит клиническая 
практика. Определение молекулярно-генетических маркеров небла­
гоприятного прогноза позволяет оптимизировать стратегию и так­
тику терапии. Формирование групп риска и мониторинг результа-
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тов лечения открывают возможности более точного управления 
процессами опухолевой прогрессии.

Эта книга позволяет по-новому оценить молекулярные механиз­
мы канцерогенеза и определить пути разработки принципиально 
новых противоопухолевых препаратов, поможет студентам и врачам 
войти в круг научно-практических проблем современной онколо­
гии. Независимо от избранной специальности познание роли моле­
кулярно-генетических механизмов онкогенеза поможет читателю 
сформировать клиническое мышление, опирающееся на глубокое 
понимание природы злокачественной опухоли, и использовать эти 
знания в принятии обоснованных решений по профилактике, диаг­
ностике и выбору наиболее эффективного пути лечения больного.

Президент
Национального медико-хирургического центра 
имени Н.И. Пирогова Минздрава России 
академик РАМН Ю.Л. Шевченко



Список сокращений

ВСЗ -  высокая степень злокачественности
ГДФ — гуанозиндифосфат
ГН — генетическая нестабильность
ГТФ — гуанозинтрифосфат
ММ -  множественная миелома
ММР — матриксная металлопротеиназа
МН — микросателлитная нестабильность
НСЗ — низкая степень злокачественности
НХЛ — неходжкинские лимфомы
ОЛЛ — острый лимфобластный лейкоз
ОМЛ — острый миелобластный лейкоз
ОПМЛ -  острый промиелоцитарный лейкоз
ПХТ — полихимиотерапия
РТК — протеинтирозинкиназы
СТ -  сигнальная трансдукция
ХМЛ — хронический миелолейкоз
цАМ(Д,Т)Ф -  циклический аденозинмоно(ди,три)фосфат 
цГМ(Д,Т)Ф -  циклический гуанозинмоно(ди,три)фосфат 
ЭКМ -  экстраклеточный матрикс

АР-1 — activator protein 1 
aFGF — acid fibroblast growth factor 
bFGF — basic fibroblast growth factor 
CAK — Cdk activating kinase 
CdK -  cyclin depending kinase
CRABP -  cytoplasmic (или cellular) RA-bindind protein
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CREB — cAMP responsive element binding protein
DAG -  diacylglycerol
DD — death domain
DED — death effector domain
DR — death receptor
E-CAM -  endothelial cell adhesion molecule 
EGF — epidermal (или epithelial) growth factor
ERK — extracellular regulated kinase или extracellular receptor-activated kinase 
FAK — focal adhesion kinase 
GAP — GTPase activating protein
G M -CSF — granulocyte/macrophagc-colony stimulating factor
Grb — growth factor bound protein
H G F — hepatocyte growth factor
HRE -  hormone responsive element
HSP -  heat shock protein
IAP -  inhibitor of apoptosis proteins
ICAM — intercellular cell adhesion molecule
IG F — insulin-like growth factor
IF N - interferon
IFNGR -  рецептор IFN-y
IL — interleukin
I PI — international prognostic index
IRF — interferon regulatory factor
ISGF -  IFN-stimulated gene factor
ISRE -  IFN-stimulated response element
JAK -  Janus kinase или just another kinase
JNK — Jun N-terminal kinase
LEF/TCF -  leucocyte enhancer factor /  T cell factor
LFA -  lymphocyte function associated antigen
LIF -  leukemia inhibition factor
MAP -  mitogen activated protein
МАРК -  MAP-kinase
MEK -  MAP-kinasc/ERK-kinase
MMP -  matrix metalloproteinase
NGF -  neural growth factor
PCNA -  proliferating cell nuclear antigen
PDGF -  platelet derived growth factor
PE-CAM -  platelet-endothelial cell adhesion molecule
PAI -  plasminogen activator inhibitor
PET -  p53 early transcripts
PIG -  p53-induced gene
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PI3K -  phosphatidylinositol-3-kinasc
РКА — protein-serine kinase A
PKC — protein-serine kinase C
PTB -  P.Tyr-binding (домен протеинкиназы)
PTEN/MMACI — phosphatase and tensin homologue deleted /  mutated in 

multiple advanced cancers 1 
PTK -  protein tyrosine kinase 
PTP -  protein tyrosine phosphatase 
RA -  retinoic acid 
RAR — retinoid acid receptor 
RER -  replication errors 
ROS -  reactive oxigen species 
RXR -  retinoid X receptor 
SAPK — stress-activated protein kinase 
SCF -  stem cell factor 
SH2 -  Src homology 2 
SH3 -  Src homology 3
STAT -  signal transducer and activator of transcription
TGFa — tumor growth factor a
TGFp — transforming growth factor (J
TIMP — tissue inhibitors of metalloproteinases
TNF — tumor necrosis factor
TNM — tumor-node-metastasis
TRAIL — TNF-related apoptosis-inducing ligand
uPA — urokinase-type plasminogen activator
VCAM — vascular cell adhesion molecule
VEGF — vascular endothelial growth factor
Wt — wild type



Введение

В настоящее время достоверно установлено, что рак -  это гене­
тическое заболевание или, как его называют некоторые авторы, 
болезнь генома. Хотя эта болезнь и является полиэтиологичной, 
этиологические агенты злокачественной трансформации, будь то 
радиация, химические канцерогены, вирусы, эндогенные факторы 
организма, воздействуют на генетический аппарат клетки и изме­
няют его.

В геноме человека, как и других высших эукариот, имеется боль­
шое количество регуляторных генов, которые контролируют фун­
даментальные процессы развития и жизнедеятельности организма, 
протекающие на клеточном и молекулярном уровнях, такие как 
клеточный цикл, дифференцировка, межклеточные взаимодействия 
и апоптоз. Эти гены кодируют разнообразные в структурном и функ­
циональном отношении белки, в том числе:

s  эндогенные митогены (цитокины, гормоны, ростовые факто­
ры) и их рецепторы;

S  транскрипционные факторы;
S  внутриклеточные белки, передающие митогенные сигналы 

(белки сигнальной трансдукции);
S  белки клеточного цикла (циклины, циклинзависимые кина­

зы, ингибиторы циклинзависимых киназ);
S  белки экстраклеточного матрикса и молекулы клеточной ад­

гезии;
s  каспазы, про- и антиапоптозные факторы.
Многие из перечисленных молекул полифункциональны и спо­

собны участвовать в различных, иногда даже противоположно на­



правленных процессах в зависимости от конкретной физиологи­
ческой ситуации, определяемой моментом клеточного цикла, ста­
дией дифференцировки, стадией индивидуального развития и воз­
действием внешних факторов (голодание, гипоксия, стресс и т.д.).

Изменение или утрата экспрессии регуляторного гена вследствие 
мутации ведет к неконтролируемой пролиферации и/или имморта- 
лизации клеточного клона, что является предпосылкой его злока­
чественной трансформации, а накопление таких нарушений в од­
ной клетке становится причиной ее полного озлокачествления. 
Любой регуляторный ген, таким образом, имеет онкогенный потен­
циал, которому он обязан наименованием «онкоген». Гены с онко- 
генным потенциалом подразделяются на два больших класса — про­
тоонкогены и гены-супрессоры опухолей в зависимости от функций, 
которые они выполняют в своем нормальном, немутантном состо­
янии. Эти термины получат конкретное содержание и будут много­
кратно использоваться в следующих главах.

Картирование и секвенирование генома сделали доступными для 
исследования молекулярных участников процессов канцерогенеза, 
что будет способствовать лучшему пониманию сигнальной специ­
фичности и перекрестной активации сигнальных путей. Уже извест­
ны десятки онкогенов, принимающих участие в процессе злокаче­
ственной трансформации клетки. Что эти знания дают клинической 
практике? Почему злокачественные опухоли одного и того же орга­
на столь многообразны? Почему опухоли одного и того же гисто­
логического типа по-разному ведут себя у разных пациентов? Поче­
му возникает резистентность к терапии? Ответы на эти вопросы 
определяются генетической уникальностью каждой опухоли. Пони­
мание механизмов канцерогенеза и опухолевой супрессии даст мо­
лекулярные мишени для мультимодальной противораковой тера­
пии, включая химио-, иммуно- и генотерапию.



Глава 1

ФЕНОТИП
ЗЛОКАЧЕСТВЕННОЙ

КЛЕТКИ

1.1. ГЕНЕТИЧЕСКАЯ НЕСТАБИЛЬНОСТЬ

Опухолевые клетки отличаются от своих нормальных аналогов 
не только морфологическими, иммунофенотипическими и цитохи­
мическими особенностями, но и наличием генетических аномалий. 
Кроме множественных мутаций, идентифицируемых цитогенети­
чески как хромосомные аберрации, анализ генома на уровне генов 
и нуклеотидов выявляет тысячи мутаций в каждой опухолевой клет­
ке. Такое количество мутаций не может быть объяснено спонтан­
ной мутабильностью нормальной клетки, а представляет собой про­
явление генетической нестабильности (ГН), свойственной раковым 
опухолям. Открытие роли нестабильности ДНК -  одно из важней­
ших событий в истории исследования природы рака, так как состо­
яние ГН является универсальной характеристикой всех видов хю- 
качественных опухолей и причиной развития опухолевого фенотипа. 
Оказалось, что ДНК — не статичная, а высокодинамичная струк­
тура. Эта нестабильность является основой эволюции, нормаль­
ного индивидуального развития и одновременно злокачественной 
трансформации. У каждого организма свой собственный видовой 
и индивидуальный уровень общей и тканевой ГН и соответственно 
наследственной предрасположенности к раку, который в свою оче­
редь не является константным, а изменяется с возрастом и под вли­
янием среды. Впервые существование ГН постулировал Р.С. Nowell 
(1976): селективный пресс приводит к возникновению агрессив­
ных и злокачественных субклонов. ГН отражает уровень мута- 
бильности.
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На хромосомном уровне ГН проявляется анеуплоидией, трансло­
кациями, делениями, инверсиями, рекомбинацией сестринских хро- 
матид, ломкостью хромосом, появлением двойных мини-хромосом, 
а на уровне ДНК -  точечными мутациями, микроделециями и мик- 
роинсерциями, генной амплификацией, микросателлитной неста­
бильностью, дефектами системы репарации повреждений ДНК.

Мутаторный фенотип. Большинство множественных мутаций в 
опухолевых клетках человека идентифицировано цитогенетически 
как хромосомные аберрации, вовлекающие миллионы нуклеоти­
дов. На самом деле это лишь верхушка айсберга. Анализ хромосом 
на молекулярном уровне выявляет тысячи мутаций в каждой опу­
холевой клетке. Для злокачественной трансформации требуется 
несколько генетических изменений, а частота спонтанных мутаций 
в нормальных соматических клетках чрезвычайно низка. Встречае­
мость рака у человека значительно выше теоретически ожидаемой, 
если при расчетах исходить из предположения о независимом и 
случайном возникновении мутаций в опухолевой клетке. Для объяс­
нения этого противоречия предложена модель, согласно которой 
ранним событием канцерогенеза является такое изменение нор­
мальной клетки, которое приводит к резкому повышению частоты 
мутаций -  возникновению мутаторного фенотипа. Концепция мута- 
торного фенотипа предполагает существование большого числа ге­
нов, необходимых для поддержания целостности генома, и подразу­
мевает, что мутации любого из этих генов генетической стабильности 
могут служить причиной появления мутаторного фенотипа. Поддер­
жание геномной целостности — комплексный многосторонний про­
цесс. Рассмотрим, каким образом нарушение нормальных клеточ­
ных процессов может способствовать развитию ГН.

Репликация. Нуклеотидная последовательность всего генома дол­
жна быть точно и безошибочно передана от одной генерации к дру­
гой, от одной соматической клетки к следующей. Формированию 
мутаторного фенотипа способствует нарушение полимеразной из­
бирательности в процессе синтеза ДНК. В норме ДНК-полимераза 
эффективнее включает в строящуюся цепь правильные нуклеоти­
ды, чем неправильные, и делает одну ошибку на 104-1 0 6 встроен­
ных нуклеотидов. Удлинение синтезируемой цепи путем при­
соединения следующего нуклеотида к неправильному нуклеотиду 
происходит намного медленнее, чем к правильному, что создает 
благоприятную возможность для исправления ошибки 3'-5'-экзо- 
нуклеазой, т.е. баланс между скоростью эксцизии и скоростью син­
теза определяет эффективность коррекции.
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Мутации гена ДНК-полимеразы могут увеличивать мутабиль- 
иость до 105 раз, а некоторые даже детальны, т.е. уровень мутабиль- 
ности превышает допустимый для клетки предел. 6 миллиардов нук­
леотидов в геноме человека реплицируют ДНК-полимеразы и 
вспомогательные белки полимеразного комплекса. Вспомогатель­
ные белки придают высокую технологичность каталитической субъе­
динице, и в их отсутствие полимераза приобретает склонность к 
ошибкам.

В экспериментальной бесклеточной системе показано, что экст­
ракты из лейкозных и лимфомных клеток чаще включают неком­
плементарные нуклеотиды, чем экстракты из нормальных лимфоци­
тов. Секвенирование гена ДНК-полимеразы выявило специфические 
мутации, изменяющие точность синтеза при раке толстой кишки, 
предстательной и молочной желез.

Репарация. Ошибки репликации подлежат исправлению системой 
пострепликативной репарации (рис. 1.1, см. вклейку). Высокая точ­
ность репликации ДНК поддерживается сложной системой контро­
ля точности репликации — ферментативными системами репарации, 
которые корректируют возникающие ошибки. Сохранение геном­
ной последовательности требует участия множества генов, каждый 
из которых может мутировать и тем самым способствовать развитию 
мутаторного фенотипа. Одновременное присутствий в клетке мно­
гих мутантных генов геномной стабильности способно резко пони­
зить правильность репликации, эффективность репарации и точность 
сегрегации хромосом и привести к накоплению мутаций и хюкаче- 
ственной трансформации (рис. 1.2, см. вклейку).

У человека известны 8 генов пострепликативной репарации (ге­
нов стабильности): hMSH2, h\fSH3, hMSH4, HMSH5, hMLHJ, PMS1, 
PMS2, GTBP (hMSH6). Клетки с дефектом системы постреплика­
тивной репарации характеризуются повышением частоты спонтан­
ных мутаций. Степень мутаторного эффекта варьирует от 2-крат- 
ного до 60-кратного повышения мутабильности.

Мутации в генах стабильности — раннее событие канцерогенеза, 
генерирующее серию вторичных мутаций в различных генах и осо­
бый вид нестабильности структуры ДНК в форме высокой вариа­
бельности структуры нуклеотидных микросателлитов, так называе­
мой микросателлитной нестабильности (МН) (рис. 1.3, см. вклейку). 
Микросателлиты представляют собой тандемные повторы от не­
скольких до тысяч 1-6-нуклеотидных мономеров (средняя длина 
микросателлитных повторов 25-60 оснований). Существуют раз­
личия по длине повторов между опухолевой и нормальной тканью
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одного и того же пациента. Как результат нарушения метаболизма 
ДНК, ее репликации и репарации, МН служит индикатором муга- 
торного фенотипа и диагностическим признаком дефекта постреп­
ликативной репарации, что используется для деления опухолей и 
линий опухолевых клеток на RER+ и RER“ (RER — аббревиатура 
слов replication errors, которая подчеркивает, что МН — это резуль­
тат нерепарированных ошибок репликации). Клетки опухолей с 
фенотипом RER+ в большинстве случаев диплоидны, и в них не 
выявляются хромосомные аберрации, распространенные при дру­
гих формах рака. По предложению немецкой группы по исследова­
нию колоректального рака, МН диагностируется тогда, когда ее 
проявляют более 20% исследованных локусов. С этой строгой де­
финицией МН становится реальным инструментом оценки моле­
кулярного статуса опухоли для рекомендации терапевтической стра­
тегии.

МН может влиять на уникальные последовательности генома. 
Хотя большинство микросателлитных повторов находится в неко­
дирующих областях и, следовательно, не может прямо приводить к 
канцерогенезу, МН может дестабилизировать ДН К как внутри, так 
и за пределами микросателлитов и привести клетку в состояние 
гипермутабильности.

МН в основном не характерна для лейкозов и лимфом, хотя 
описана при фолликулярной центроцитарной лимфоме. При RER+- 
фенотипе распространены мутации в гене TGFp в опухолях тол­
стой кишки и желудка, но редки в опухолях эндометрия с МН. 
TGFp ингибирует рост некоторых опухолей. Мутации TGFp или 
его рецептора могут вывести клетку из-под контроля роста со сто­
роны TGFp. Пролиферативное преимущество имеют также клетки 
с МН, ассоциированной с гиперэкспрессией других генов, кодиру­
ющих ростовые факторы и их рецепторы, например, егЬВ2 при кар­
циноме желудка.

Сведения о возможной связи МН со степенью дифференциро­
ванности опухоли противоречивы. Низкодифференцированные кар­
циномы желудка, эндометрия, молочной железы, толстой кишки 
имеют преимущественно RER'''-фенотип, хотя корреляция между 
МН и стадией дифференцировки колоректальных опухолей не об­
наружена. Видимо, наличие или отсутствие корреляции такого рода 
зависит от конкретных генов, затронутых МН.

ГН, изначально присущая клетке, претерпевающей злокачествен­
ную трансформацию, является причиной развития специфических 
особенностей опухолевого фенотипа.
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1.2. ПРИЗНАКИ ЗЛОКАЧЕСТВЕННОГО ФЕНОТИПА

Сопоставление феноменологии канцерогенеза с данными моле­
кулярно-генетических исследований привело к выводу, что фор­
мирование опухоли представляет собой многоэтапный процесс, 
этапы которого отражают генетические изменения, управляющие 
прогрессирующей трансформацией нормальных клеток в высоко­
злокачественные производные. Клетки опухолей, встречающихся в 
популяции человека с частотой, зависящей от возраста, несут ми­
нимум 4—7 стохастических онкогенных генетических событий. Все 
эти наблюдения приобретают конкретность благодаря большому 
массиву данных о том, что опухолевые клетки необратимо измене­
ны во множестве сайтов, несущих поломки от таких тонких, как 
точечные мутации, до таких явных, как хромосомные аберрации. 
Ряд исследователей высказывают мысль о том, что опухолевая про­
грессия формально напоминает дарвиновскую эволюцию, в которой 
имеет место последовательность генетических изменений, каждое из 
которых придает клеточному клону то или иное пролиферативное 
преимущество.

В настоящее время известно более 100 различных типов и под­
типов опухолей человека. Это многообразие и сложность порожда­
ют ряд вопросов:

^  может ли большая коллекция ассоциированных с канцероге­
незом генов функционировать в небольшой группе регуля­
торных механизмов?

^  какие из этих механизмов действуют в клетке автономно и 
какие связаны с экстраклеточными сигналами, поступающи­
ми из тканевого микроокружения?

S  как много различных регуляторных механизмов в каждом типе 
клеток-мишеней должно быть разрушено, чтобы такая клетка 
стала злокачественной?

S  одни ли и те же регуляторные механизмы подвергаются раз­
рушению в опухолях различного происхождения?

Комплексность злокачественной болезни станет более понятной, 
если описывать ее в терминах небольшого числа основополагающих 
принципов, управляющих трансформацией нормальных клеток в 
злокачественную опухоль. Основываясь на том, что все клетки орга­
низма обладают сходными молекулярными механизмами пролифе­
рации, дифференцировки и смерти, D. Hanahan и R.A. Weinberg (2000) 
постулировали существование небольшого числа общих для всех 
типов опухолей человека молекулярных, биохимических и клеточ­



16 Глава 1

ных особенностей. Согласно данному постулату, огромный каталог 
опухолевых генотипов является проявлением 6 принципиальных 
изменений клеточной физиологии, которые в совокупности при­
нуждают клетку к злокачественному росту:

J  самодостаточность в отношении ростовых сигналов;
s  нечувствительность к рост-ингибиторным сигналам;
s  уклонение от программированной клеточной смерти (апоп­

тоза);
s  неограниченность репликативного потенциала;
s  ангиогенез;
s  тканевая инвазия и метастазирование.
Каждое из этих физиологических изменений, приобретенных во 

время развития опухоли, представляет собой успешный прорыв 
одного из механизмов антираковой защиты. Эти 6 свойств являют­
ся общими для всех или почти всех типов опухолей человека. Такая 
множественность механизмов защиты объясняет, почему рак раз­
вивается относительно редко. Ниже мы описываем эти свойства, 
иллюстрируя примерами и указывая пути их приобретения рако­
выми клетками.

1. Самодостаточность в отношении ростовых сигналов. Нормаль­
ные клетки нуждаются в митогенных (ростовых) сигналах для того, 
чтобы перейти из покоящегося состояния в состояние активной 
пролиферации. Эти сигналы передаются в клетку трансмембран­
ными рецепторами, которые связывают различные классы лиган­
дов: цитокины, гормоны и другие ростовые факторы, компоненты 
экстраклеточного матрикса, адгезионные и другие молекулы меж­
клеточных взаимодействий. Насколько известно, ни один тип нор­
мальных клеток не может пролиферировать в отсутствие подобных 
молекулярных сигналов. Опухолевая клетка сама генерирует такие 
сигналы, их роль тем или иным способом исполняют клеточные 
онкогены.

Зависимость от ростовых сигналов особенно четко проявляется 
при культивировании клеток в искусственной среде, где они про­
лиферируют только при наличии соответствующих митогенных 
факторов и подходящего субстрата для их интегрииов. Такое пове­
дение резко контрастирует с тем, как ведут себя опухолевые клет­
ки, которые постоянно генерируют собственные ростовые сигналы 
и поэтому не зависят от экзогенной ростовой стимуляции. Эта сво­
бода от влияния тканевой микросреды является результатом разру­
шения важного гомеостатического механизма (механизмов), кото­
рый в норме обеспечивает сбалансированное сосуществование и
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взаимодействие различных типов клеток в ткани. Если в нормаль­
ной ткани митогенные ростовые факторы синтезируются одним 
типом клеток, чтобы стимулировать пролиферацию другого, то ра­
ковые клетки приобретают способность синтезировать ростовые 
факторы, на которые они сами отвечают, создавая петлю позитив­
ной обратной связи, часто называемой аутокринной регуляцией. 
Продукция факторов PDGF (platelet-derived growth factor) и TGFo. 
(tumor growth factor а) клетками глиобластомы и саркомы соответ­
ственно иллюстрирует автономность опухолевых кленок.

Рецепторы клеточной поверхности, передающие ростовые сиг­
налы внутрь клетки, сами являются объектом дерегуляции в ходе 
канцерогенеза. Гиперэкспрессия рецепторов делает раковую клет­
ку чувствительной к таким уровням ростового фактора, которые в 
норме не могут запустить пролиферацию. Лиганд-независимая про­
лиферация может также достигаться структурным изменением ре­
цепторов, например, усеченная версия рецептора EGF (epidermal 
growth factor), лишенная большей части цитоплазматического до­
мена, конститутивно активна (рис. 1.4, см. вклейку).

В раковой клетке может происходить переключение типов ин- 
тегрипов, выполняющих функцию рецепторов белков экстраклс- 
точного матрикса (ЭКМ). Эти бифункциональные гетсродимсрные 
структуры физически прикрепляют клетку к суперструктурам ЭКМ, 
передают в цитоплазму специфические ЭКМ -сигналы, которые 
влияют на поведение клетки, выводят ее из покоящегося состоя­
ния, регулируют пролиферацию и апоптоз. Разрушение этих экст- 
раклеточных связей придаст клетке подвижность.

Наиболее сложные механизмы приобретения пролиферативной 
автономии заключаются в изменениях компонентов цитоплазмати­
ческих путей сигнальной трансдукции (СТ), которые получают и 
процессируют сигналы, передаваемые лиганд-активированмыми 
рецепторами ростовых факторов и имтегримами.

2. Нечувствительность к рост-иигибиторным сигналам. В нор­
мальной ткани действует множество антипролиферативных сигна­
лов, поддерживающих покоящееся состояние клеток и тканевой 
гомеостаз, включая как растворимые, так и иммобилизованные в 
ЭКМ и на клеточной поверхности ингибиторы роста. Эти рост- 
ингибиториые сигналы, подобно позитивным регуляторам роста, 
принимаются трансмембранными клеточно-поверхностными рецеп­
торами, связанными с внутриклеточными путями СТ.

Антиростовыс сигналы могут блокировать пролиферацию двумя 
различными механизмами: 1) клетка может быть принудительно
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выведена из активного клеточного цикла в покоящееся состояние 
(фаза GO), из которого она может возвратиться при поступлении 
экстраклеточного пролиферативного сигнала; и 2) клетка может.быть 
принуждена к полному отказу от своего пролиферативного потен­
циала, будучи индуцирована к вхождению в постмитотическое со­
стояние, обычно ассоциированное с приобретением специфичес­
ких признаков лпфференцировки.

Большинство механизмов, которые позволяют нормальным клет­
кам отвечать на антипролиферативные сигналы, ассоциировано с кле­
точным циклом, со структурами, управляющими прохождением клет­
кой фазы G 1. Клетка мониторирует окружающую среду в течение этого 
периода и на основании улавливаемых сигналов решает, продол­
жать ли ей пролиферацию, перейти в фазу GO или в постмитоти­
ческое состояние. На молекулярном уровне многие (возможно, все) 
антипролиферативные сигналы канализируются через белок pRb и 
два родственных ему белка р107 и р130. В гипофосфорилирован- 
ном состоянии pRb блокирует пролиферацию, выключая функцию 
фактора E2F, контролирующего экспрессию банка генов, существен­
ных для прогрессии клеточного цикла из фазы G1 в S-фазу. Этот 
механизм приводится в действие TGF(i (transforming growth factor 
p) и другими экстраклеточными факторами, его разрушение осво­
бождает E2F и, следовательно, позволяет клеточную пролифера­
цию, делая клетку нечувствительной к антиростовым факторам, что 
наблюдается в опухолях человека многих типов.

Дисфункция рецептора TGFp в результате изменения микроса- 
теллитной последовательности гена обнаружена в злокачественных 
опухолях. Причиной нечувствительности может быть нарушение 
любого звена путей, трансдуцирующих TGFp-сигнал к циклино- 
вым комплексам, фосфорилируюшим Rb, а также структуры само­
го Rb -  конечной мишени этих путей.

3. Уклонение от апоптоза. Рост популяции опухолевых клеток 
предопределяется скоростью нс только пролиферации, но и кле­
точного истощения, основной причиной которого является апоп­
тоз. Приобретенная резистентность к апоптозу является признаком 
большинства, если не всех опухолевых клонов. Апоптозная про­
грамма присутствует в латентной форме во всех клетках организма. 
Приводимая в действие множеством физиологических сигналов, эта 
программа развертывается в серию этапов, длящихся в совокупно­
сти 30-120 минут: клеточная мембрана разрывается, цитоплазма­
тический и ядерный скелеты разрушаются, цитозоль выдавливает­
ся, хромосомы деградируют, ядро фрагментируется. Сморщенная
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клетка поглощается соседними клетками и исчезает обычно в тече­
ние 24 часов.

Компоненты апоптозного механизма подразделяются на сенсо­
ры и эффекторы. Сенсоры ответственны за отслеживание отклоне­
ний от нормы внутри- и внеклеточной среды, определяющих даль­
нейшую судьбу клетки: жить ей или умереть. Эти сигналы регулируют 
второй класс компонентов, функционирующих как эффекторы апоп- 
тозной смерти. Класс сенсоров включает рецепторы клеточной по­
верхности, которые связывают сигналы выживания или смерти. 
Примером лиганд-рсцспторных пар, передающих сигналы выжи­
вания, служат факторы IGF- 1/IGF-2 и их рецепторы, IL-3 и его 
рецептор IL-3R. Сигналы смерти передаются связыванием FAS- 
лиганда (FASL) с его рецептором (FAS) и фактора некроза опухо­
лей TNF с его рецептором TNF-R1.

Внутриклеточные сенсоры активируют апоптозный путь при 
выявлении аномалий, таких как повреждение ДНК, сигнальный 
дисбаланс, провоцируемый гиперэкспрсссисй онкогенов, нехватка 
факторов выживания и гипоксия. Кроме того, жизнь большинства 
клеточных типов отчасти поддерживается сигналами выживания, 
основанными на межклеточном взаимодействии и взаимодействии 
между клеткой и ЭКМ, отмена которых вызывает апоптоз. И ра­
створимые, и иммобилизованные апоптозные регуляторные сигна­
лы отражают потребности тканей в поддержании составляющих их 
клеток в надлежащей архитектурной конфигурации.

Многие проапоптозные сигналы воздействуют на митохондрии, 
которые отвечают на них высвобождением цитохрома С, потенци­
ального катализатора апоптоза. Члены семейства белков Вс12 с нро- 
апоптозной (Вах, Bak, Bid, Bim) и антиапоптозной (Вс12, Bcl-XL, 
Bcl-W) функцией управляют апоптозом отчасти через высвобожде­
ние цитохрома С.

Апоптоз является основным барьером для развития раковой опу­
холи. Опухолевые клетки приобретают резистентность к апоптозу 
различными путями. Большинство распространенных вариантов 
потери проапоптозиых регуляторов -  эго мутации опухолевого суп­
рессора гена р53, которые обнаруживаются более чем в 50% опухо­
лей и приводят к функциональной инактивации ключевого сенсо­
ра повреждений ДЫК и индуктора апоптозного эффскторного 
каскада. Сигналы, вызываемые другими аномалиями, включая ги­
поксию и гипсрэкспрессию онкогенов, также канализируются че­
рез р53, они также оказываются неспособными вызвать апоптоз в 
отсутствие функционально активного р53. Потеря функции гена
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р53 позволяет клеткам преждевременно входить в S-фазу, и след­
ствием этого становится появление клеток с аномальными карио­
типом и плоидностью.

Множество регуляторных и эффекторных компонентов апоптоз- 
ного механизма представляется избыточным. Эта избыточность со­
здает возможность развития новых типов противоопухолевой тера­
пии, так как в опухолевых клетках, утративших какой-либо 
проапоптозный элемент, еще остаются интактными другие, подоб­
ные ему. Ожидается, что новые технологии смогут выявить остав­
шиеся интактными параллельные апоптозные пути, а новые лекар­
ства восстановят утраченные связи между ними.

4. Безграничный репликативный потенциал. Дерегуляция клеточ­
ной пролиферативной программы создает принципиальную возмож­
ность генерации огромных клеточных популяций, из которых со­
стоит опухолевая масса. В действительности же разобщение клетки 
с ее микросредой нс обеспечивает опухолевой экспансии. Клетки 
млекопитающих содержат собственную автономную программу, 
ограничивающую их мультипликацию. Эта программа не зависит 
от меж- и внутриклеточных сигнальных путей. Она также должна 
быть повреждена для того, чтобы клеточный клон мог разрастись 
до размеров угрожающей жизни опухоли.

Работы по культивированию показали, что в норме соматичес­
кие клетки имеют ограниченные репликативные возможности 
(mortal phenotype). После определенного числа (60-70) делений рост 
культуры останавливается, и клетки входят в жизнеспособное пост- 
митотнчсскос состояние старения (senescence). Это дополнитель­
ная критическая точка, которую злокачественные клетки должны 
преодолевать, приобретая способность к неограниченной проли­
ферации. Состояние старения может быть индуцировано in vitro в 
некоторых клетках высокой экспрессией онкогенов, таких как Ras. 
Нарушение функций генов-супрессоров Rb и р53 предоставляет 
клеткам возможность и в состоянии старости продолжать размно­
жаться до тех пор, пока они нс войдут в состояние, называемое 
кризисным. Для кризисного состояния характерны нарушение ка­
риотипического порядка, ассоциированное со слиянием концов 
хромосом, массивная клеточная гибель и случайное появление ва­
риантов (КГ7) со способностью к неограниченному размножению 
(immortal phenotype). Большинство типов опухолевых клеточных 
линий имеет иммортализованный фенотип, следовательно, неогра­
ниченный репликативный потенциал приобретается in vivo во врс-
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мя злокачественной трансформации и является существенным для 
опухолевого роста.

«Счетное приспособление» для клеточных поколений оказалось 
скрыто в теломерах (концах хромосом), состоящих из нескольких 
тысяч повторов коротких 6-нуклеотидиых элементов. Каждое деле­
ние сопровождается потерей 50-100 нуклеотидных последователь­
ностей на конце каждой хромосомы. Причина этого прогрессиру­
ющего укорочения в неспособности ДНК-полимеразы полностью 
реплицировать З'-концы хромосом. Эрозия теломер лишает их спо­
собности защищать хромосомную ДНК от слияния концов хромо­
сом и приводит к кариотипическому беспорядку, ассоциированно­
му с кризисным состоянием, в норме почти неминуемо переходящим 
в апоптоз.

Поддержание теломер имеет место практически во всех типах 
опухолевых клеток, в 85-90% случаев оно достигается благодаря 
нерегулируемой экспрессии фермента теломеразы, которая добав­
ляет гексануклеотидные повторы к концам теломерной ДНК, а в 
остальных случаях -  благодаря рекомбинационному механизму меж­
хромосомного обмена последовательностями. Тем или иным меха­
низмом /шина теломер нс допускается до критического уровня, что 
в свою очередь предоставляет возможность неограниченного роста 
клеточного клона. Оба механизма строго репрессированы в боль­
шинстве нормальных клеток. Роль теломеразы в иммортализации 
клеток очень хорошо продемонстрирована экспериментально. 
Мыши, гомозиготные по дефектному гену-супрессору опухолей 
pl^iNMA (ГСМу ингибитора клеточного цикла), склонны к заболева­
нию раком, причем возникающие опухоли характеризуются повы­
шенной теломеразиой активностью. У таких же мышей, но лишен­
ных теломеразной функции, опухоли развивались значительно реже.

Таким образом, старение, подобно апоптозу, отражает механизм, 
активируемый укорочением теломер или противоречивыми росто­
выми сигналами, который принуждает аберрантную клетку войти в 
необратимое GO-подобпое состояние и лишает се возможности 
продолжать пролиферацию. Предполагается, что, приобретая им- 
моргализованпый фенотип, клетка должна «обмануть» механизм ста­
рения, что является важным этапом процесса озлокачествлепия. 
Следует помнить, что пока все доказательства этого феномена полу­
чены in vitro и, возможно, эго нс более чем артефакт клеточной куль­
туры, не соотвегсгвуюший клеточному фенотипу в живой ткани.

5. Опухолеаый ангиогенез. Кислород и нугриеиты, доставляемые 
капиллярной сетью, настолько необходимы для клеточных функций
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р53 позволяет клеткам преждевременно входить в S-фазу, и след­
ствием этого становится появление клеток с аномальными карио­
типом и плоидностью.

Множество регуляторных и эффекторных компонентов апоптоз- 
ного механизма представляется избыточным. Эта избыточность со­
здает возможность развития новых типов противоопухолевой тера­
пии, так как в опухолевых клетках, утративш их какой-либо 
проапоптозный элемент, еще остаются интактными другие, подоб­
ные ему. Ожидается, что новые технологии смогут выявить остав­
шиеся интактными параллельные апоптозные пути, а новые лекар­
ства восстановят утраченные связи между ними.

4. Безграничный репликативный потенциал. Дерегуляция клеточ­
ной пролиферативной программы создает принципиальную возмож­
ность генерации огромных клеточных популяций, из которых со­
стоит опухолевая масса. В действительности же разобщение клетки 
с ее микросредой не обеспечивает опухолевой экспансии. Клетки 
млекопитающих содержат собственную автономную программу, 
ограничивающую их мультипликацию. Эта программа не зависит 
от меж- и внутриклеточных сигнальных путей. Она также должна 
быть повреждена для того, чтобы клеточный клон мог разрастись 
до размеров угрожающей жизни опухоли.

Работы по культивированию показали, что в норме соматичес­
кие клетки имеют ограниченные репликативные возможности 
(mortal phenotype). После определенного числа (60-70) делений рост 
культуры останавливается, и клетки входят в жизнеспособное пост­
митотическое состояние старения (senescence). Это дополнитель­
ная критическая точка, которую злокачественные клетки должны 
преодолевать, приобретая способность к неограниченной проли­
ферации. Состояние старения может быть индуцировано in vitro в 
некоторых клетках высокой экспрессией онкогенов, таких как Ras. 
Нарушение функций генов-супрессоров Rb и р53 предоставляет 
клеткам возможность и в состоянии старости продолжать размно­
жаться до тех пор, пока они не войдут в состояние, называемое 
кризисным. Для кризисного состояния характерны нарушение ка­
риотипического порядка, ассоциированное со слиянием концов 
хромосом, массивная клеточная гибель и случайное появление ва­
риантов (10“7) со способностью к неограниченному размножению 
(immortal phenotype). Большинство типов опухолевых клеточных 
линий имеет иммортализованный фенотип, следовательно, неогра­
ниченный репликативный потенциал приобретается in vivo во вре­
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мя злокачественной трансформации и является существенным для 
опухолевого роста.

«Счетное приспособление» для клеточных поколений оказалось 
скрыто в теломерах (концах хромосом), состоящих из нескольких 
тысяч повторов коротких 6-нуклеотидных элементов. Каждое деле­
ние сопровождается потерей 50—100 нуклеотидных последователь­
ностей на конце каждой хромосомы. Причина этого прогрессиру­
ющего укорочения в неспособности ДНК-полимеразы полностью 
реплицировать З'-концы хромосом. Эрозия теломер лишает их спо­
собности защищать хромосомную ДН К от слияния концов хромо­
сом и приводит к кариотипическому беспорядку, ассоциированно­
му с кризисным состоянием, в норме почти неминуемо переходящим 
в апоптоз.

Поддержание теломер имеет место практически во всех типах 
опухолевых клеток, в 85—90% случаев оно достигается благодаря 
нерегулируемой экспрессии фермента теломеразы, которая добав­
ляет гексануклеотидные повторы к концам теломерной ДНК, а в 
остальных случаях — благодаря рекомбинационному механизму меж­
хромосомного обмена последовательностями. Тем или иным меха­
низмом длина теломер не допускается до критического уровня, что 
в свою очередь предоставляет возможность неограниченного роста 
клеточного клона. Оба механизма строго репрессированы в боль­
шинстве нормальных клеток. Роль теломеразы в иммортализации 
клеток очень хорошо продемонстрирована экспериментально. 
Мыши, гомозиготные по дефектному гену-супрессору опухолей 
p l 6 ,N K4A (геН у  ингибитора клеточного цикла), склонны к заболеват 
нию раком, причем возникающие опухоли характеризуются повы­
шенной теломеразной активностью. У таких же мышей, но лишен­
ных теломеразной функции, опухоли развивались значительно реже.

Таким образом, старение, подобно апоптозу, отражает механизм, 
активируемый укорочением теломер или противоречивыми росто­
выми сигналами, который принуждает аберрантную клетку войти в 
необратимое GO-подобное состояние и лишает ее возможности 
продолжать пролиферацию. Предполагается, что, приобретая им- 
мортализованный фенотип, клетка должна «обмануть» механизм ста­
рения, что является важным этапом процесса озлокачествления. 
Следует помнить, что пока все доказательства этого феномена полу­
чены in vitro и, возможно, это не более чем артефакт клеточной куль­
туры, не соответствующий клеточному фенотипу в живой ткани.

5. Опухолевый ангиогенез. Кислород и нутриенты, доставляемые 
капиллярной сетью, настолько необходимы для клеточных функций
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и выживания, что практически все клетки в ткани находятся на рас­
стоянии не более 100 мкм от какого-либо кровеносного микрососуда. 
В ходе органогенеза эта близость обеспечена координированным рос­
том сосудов и паренхимы. В формирующейся ткани рост новых кро­
веносных сосудов -  процесс ангиогенеза — тщательно регулируется. 
Пролиферирующие клетки в нормальной ткани способны стимули­
ровать его в отличие от клеток тканевого поражения с аберрантной 
пролиферацией, изначально лишенных ангиогенной способности, что 
ограничивает их экспансию. Чтобы дорасти до крупных размеров, 
начинающиеся неоплазии должны развить способность к ангиогене­
зу. Противоположно направленные позитивные и негативные сигна­
лы стимулируют или блокируют ангиогенез. Первые передаются ра­
створимыми факторами и их рецепторами, представленными на 
поверхности эндотелиальных клеток. Интегрины и молекулы клеточ­
ной адгезии также играют важную роль в этом процессе.

Типичный ингибитор ангиогенеза тромбоспондин-1 связывает­
ся с CD36, трансмембранным рецептором на эндотелиальных клет­
ках, соединенным с внутриклеточной Src-подобной протеинкина- 
зой. В настоящее время известно несколько десятков эндогенных 
индукторов и ингибиторов ангиогенеза.

Интегриновые сигналы также участвуют в поддержании регуля­
торного баланса. Растущие капилляры экспрессируют другие клас­
сы интегринов, нежели неподвижные. Препятствование прохожде­
нию сигналов через интегрины растущих капилляров ингибирует 
ангиогенез, подчеркивая важный вклад клеточной адгезии в ангио- 
генную программу. Экстраклеточные протеазы физически и функ­
ционально связаны с проангиогенными интегринами, что создает 
предпосылки к появлению инвазивных свойств ангиогенных эндо­
телиальных клеток.

Значение ангиогенеза для роста опухоли подтверждено экспери­
ментально способностью многочисленных антиангиогенных веществ 
подавлять рост опухолевых клеток, введенных подкожно мышам, и 
опухолей, возникающих у трансгенных мышей с наследственной 
предрасположенностью к раку.

Способность индуцировать и поддерживать ангиогенез приобрета­
ется на определенном этапе (этапах) развития опухоли через «ангио- 
генное переключение» из состояния сосудистой неподвижности (рис. 
5.5). Эта проблема была проанализирована на трех трансгенных мы­
шиных моделях на всем протяжении мультиэтапного канцерогенеза, 
и во всех случаях активация ангиогенеза происходила до завершения 
процесса полного озлокачествления опухоли. У человека признаки
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ангиогенеза можно отметить в предзлокачественных поражениях мо­
лочной железы, шейки матки и кожи. Все эти наблюдения в совокуп­
ности с эффектами ингибиторов ангиогенеза показывают, что нео­
васкуляризация является предпосылкой быстрой клональной экспансии 
и формирования макроскопической опухоли.

Во многих опухолях ангиогенное переключение осуществляется 
путем усиления транскрипции генов, кодирующих индукторы ан­
гиогенеза (такие как VEGF и/или FGF), и, следовательно, сдвига 
равновесия индукторов/ингибиторов ангиогенеза в пользу первых. 
В других опухолях обнаружено подавление экспрессии эндогенных 
ингибиторов (тромбоспондина 1 или интерферона-p). Наконец, в 
некоторых опухолях встречаются изменения обоих типов.

Механизмы поддержания баланса между регуляторами ангиоге­
неза во многом недостаточно изучены. В клетках некоторых типов 
обнаружена позитивная регуляция тромбоспондина-1 опухолесуп- 
рессирующим белком р53. Следовательно, потеря функции р53 
может быть причиной падения уровня тромбоспондина-1 и осво­
бождения эндотелиальных клеток от его ингибиторного действия. 
Активация онкогена Ras или потеря гена-супрессора опухолей VHL 
обусловливает в некоторых клеточных типах усиление экспрессии 
фактора VEGF.

Другой механизм регуляции возникает в форме протеаз, кото­
рые контролируют биодоступность ангиогенных активаторов и ин­
гибиторов. Координированная экспрессия про- и антиангиогенных 
сигнальных молекул и ее протеолитическая модуляция обеспечива­
ют комплексную гомеостатическую регуляцию ангиогенеза нормаль­
ных тканей и сосудистой целостности. Многие протеазы высво­
бождают bFGF из его депо в ЭКМ, а плазмин, проангиогенный 
компонент свертывающей системы, может саморасщепляться с об­
разованием ингибитора ангиогенеза ангиостатина.

Опухолевый ангиогенез присущ солидным опухолям всех типов и 
в связи с этим представляет собой привлекательную мишень для раз­
работки новых терапевтических стратегий. В течение предстоящего 
десятилетия по мере установления специфических функций, молеку­
лярных механизмов действия и регуляции их экспрессии и активнос­
ти будет создан каталог регуляторных молекул ангиогенеза, экспрес­
сируемых опухолями различных типов и во многих случаях 
предзлокачественными поражениями. Поскольку опухолевые клетки 
различных типов используют различные молекулярные пути ангио- 
генного переключения, предстоит найти ответ на вопрос, возможен 
ли единый терапевтический антиангиогенный подход или опухоли
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каждого типа соответствует собственная программа ангиогенеза, ко­
торая будет отвечать на специфические антиангиогенные воздействия.

6. Тканевая инвазия и метастазирование. Рано или поздно в ходе 
развития большинства злокачественных опухолей в первичной опу­
холевой массе возникают клетки-первопроходцы, которые прокла­
дывают себе путь, проникая в смежные ткани. Отсюда они путеше­
ствуют к отдаленным областям организма и колонизируют их. Эти 
отдаленные колонии опухолевых клеток — вторичные опухоли или 
метастазы являются причиной приблизительно 90% случаев смерти 
от рака. Способность к инвазии и метастазированию позволяет 
опухолевым клеткам покидать первичную опухоль и колонизиро­
вать новые территории, где по крайней мере сначала нутриенты и 
пространство для роста не ограничены. Вновь сформированные 
метастазы появляются как сплав опухолевых и поддерживающих 
клеток, призванных из нормальных тканей. Подобно формирова­
нию первичной опухолевой массы, успешная инвазия и метастази­
рование зависят от первых 5 характерных особенностей рака. Од­
нако что представляют собой дополнительные клеточные изменения, 
присущие финальному этапу канцерогенеза?

Инвазия и метастазирование — чрезвычайно сложные процессы 
и их генетические и биохимические детерминанты еще не полнос­
тью изучены. На механическом уровне они тесно связаны между 
собой, что оправдывает их объединение в единое свойство опухоле­
вых клеток. Белки нескольких классов вовлечены в привязывание 
клеток к их тканевому окружению и изменяются в клетках, приоб­
ретающих инвазивные или метастатические свойства. К ним отно­
сятся молекулы адгезии, в том числе из семейств иммуноглобули­
нов и кальций-зависимых кадеринов, участвующие в межклеточных 
взаимодействиях, и интегрины, привязывающие клетку к ЭКМ . Осо­
бенно стоит отметить, что все эти «привязывающие» взаимодей­
ствия передают регуляторные сигналы в клетку. Большинство ши­
роко распространенных при раке изменений взаимодействия' клетки 
со средой затрагивает Е-кадерин -  молекулу межклеточного взаи­
модействия, повсеместно экспрессирующуюся на эпителиальных 
клетках. Связывание соседних клеток посредством Е-кадериновых 
мостиков проявляется в трансмиссии антиростовых и других сиг­
налов через плазматические контакты с р-катенином во внутрикле­
точную сигнальную мишень с транскрипционным фактором Lef/ 
Tcf. Функция Е-кадерина как опухоль-супрсссирующего фактора 
утрачена в большинстве эпителиальных опухолей. Утрата может 
произойти в результате мутационной инактивации генов Е-кадери-
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на или р-катенина, транскрипционной репрессии или протеолиза 
экстра клеточного домена кадерина. Повышенная экспрессия в куль­
тивируемых раковых клетках и трансгенных моделях канцерогене­
за ослабляет инвазивный и метастатический фенотип, а блокиро­
вание функции Е-кадерина усиливает оба свойства. Таким образом, 
Е-кадерин является супрессором инвазии и метастазирования эпи­
телиальных раков, и его функциональная элиминация представля­
ет собой ключевой этап приобретения этой способности.

Изменение экспрессии молекул адгезии из суперсемейства им­
муноглобулинов также играет критическую роль в процессах инва­
зии и метастазирования. В наиболее ясном случае молекула N-CAM 
претерпевает переключение экспрессии высокоадгезивной формы 
в слабоадгезивную (или даже отталкивающую) форму в опухолях 
Вилмса, нейробластоме и мелкоклеточном раке легкого и редук­
цию общего уровня экспрессии в инвазивных опухолях поджелу­
дочной железы и толстой кишки. Эксперименты на трансгенных 
мышах подтверждают функциональную роль нормальной адгезив­
ной формы N-CAM в супрессии метастазирования.

Изменения интегринов также доказаны в инвазивных и мета­
статических клетках. Такие клетки испытывают во время своего 
путешествия воздействие измененной тканевой микросреды, кото­
рая может содержать новые, нетипичные для нормальных условий 
компоненты. Соответственно успешная колонизация ими нового 
местоположения (как близкого, так и отдаленного от первичной 
опухоли) требует адаптации, которая достигается путем переклю­
чения спектра интегриновых а- и р-субъединиц, что и наблюдается 
в мигрирующих клетках. В результате возникают новые субтипы 
интегриновых молекул с новыми субстратными предпочтениями. 
Клетки карциномы, таким образом, облегчают себе инвазию, эксп­
рессируя вместо интегринов, соответствующих ЭКМ нормального 
эпителия, интегрины, связывающие преимущественно деградиро­
ванные стромальные компоненты (а3р, и a vp3). Усиленная эксп­
рессия различных интегриновых субъединиц в опухолевых клетках 
может индуцировать или ингибировать инвазивное и метастати­
ческое поведение в зависимости от их роли в этих процессах.

Попытки объяснить биологические эффекты интегринов в ме­
ханистических терминах затрудняются существованием большого 
числа генов интегриновых субъединиц и еще большего числа гете- 
родимерных рецепторов, возникающего в результате комбиниро­
ванной экспрессии различных а- и р-субъединиц и соответственно 
сложных сигналов, испускаемых цитоплазматическими доменами
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этих рецепторов. Тем не менее нет сомнении, что эти рецепторы 
играют важную роль в способности опухолевых клеток к тканевой 
инвазии и метастазированию.

Второй важнейший фактор инвазинности и метастазирования — 
экстраклеточные протеазы. Матрикс-деградируюшие протеазы ас­
социированы с клеточной поверхностью в соединении со специфи­
ческими рецепторами или интегринами. Протеазные гены активи­
руются, гены ингибиторов протеаз подавляются, неактивные 
зимогенные формы протеаз превращаются в активные формы. По­
явление активных протеаз на клеточной! поверхности облегчает ин­
вазию опухолевых клеток в строму, через стенки кровеносных сосу­
дов и сквозь слон нормальных эпителиальных клеток. В карциномах 
многих типов матрикс-деградируюшие протеазы продуцируются не 
эпителиальными раковыми клетками, а стромальными и воспали­
тельными клетками, привлеченными в опухоль. Экскретированные 
этими клетками протеазы управляют клетками карциномы. Напри­
мер, некоторые раковые клетки индуцируют экспрессию урокиназы 
(иРА) в ко-культпвируемых стромальных клетках, которая затем свя­
зывается с урокиназным рецептором (uPAR), экспрессируемым 
на раковых клетках.

Активация экстраклеточных протеаз и изменение специфичнос­
ти связывания кадеринов, молекул адгезии и интегринов — основ­
ные моменты приобретения инвазивности и способности к метаста­
зированию. Молекулярные механизмы, регулирующие эти события, 
различаются в различных тканевых средах. Этот аспект канцероге­
неза -  один из наиболее сложных, запуганных и наименее изучен­
ных. Слишком мало информации, чтобы восстановить во всей пол­
ноте профиль экспрессии и функциональной активности всех этих 
молекул во всем многообразии типов раковых опухолей до и после 
приобретения инвазивности и способности к метастазированию.

Пока описание вновь диагностированных опухолей в терминах 
генетических повреждений остается отдаленной перспективой, но 
возможности анализировать индивидуальные опухоли на генети­
ческом и биохимическом уровне будут стремительно расти, через 
10-20 лет диагноз соматических повреждений, имеющихся в гено­
ме опухолевых клеток, и определение профили генной экспрессии 
по всему их геному станут рутинной процедурой. Благодаря всей 
этой информации станет возможным проверить утверждение о том, 
что развитие опухолей человека всех типов определяется общим 
для всех них набором «правил», подразумевающих приобретение 
описанных здесь признаков злокачественности.

Ч



Глава 2

СИГНАЛЬНАЯ
ТРАНСДУКЦИЯ

2.1. ПОНЯТИЕ О СИГНАЛЬНОЙ ТРАНСДУКЦИИ

Наиболее сложные механизмы приобретения клеткой пролифе­
ративной автономии заключаются в изменениях компонентов ци­
топлазматических путей СТ, которые получают и процессируют 
сигналы, испускаемые лиганд-активированными рецепторами рос­
товых факторов и интсгринами. Изменение состояния клетки в ответ 
на внешние сигналы управляется генетическим аппаратом, находя­
щимся в ядре. Внутриклеточный барьер в виде ядерной мембраны 
защищает ДНК от нуклеаз и мутагенов, но в то же время ограничи­
вает возможности ядерных генов непосредственно улавливать из­
менения вне- и внутриклеточной среды и реагировать на них. 
В ходе эволюции эукариотической клетки возникла система био­
химических коммуникационных сетей, преодолевающая это огра­
ничение и обеспечивающая ядро информацией о состоянии среды. 
Срсдовыс сигналы в форме цитокинов, низкомолекулярных гормо­
нов, ростовых факторов и других протеинов попадают в клетку с 
помощью двух основных механизмов. Некоторые средовыс агенты 
передают в клетку специфический сипит, непосредственно миг­
рируя через плазматическую мембрану в цитоплазму и связываясь 
там со своими белками-мишенями пли рецепторными молекулами. 
Затем такие лиганд-рсценторныс комплексы транслоцируют свои 
лиганды прямо в ядро. Но чаще передача сигнала (сигнальная транс- 
дукция) происходит по альтернативному механизму. Специфичес­
кие клеточно-поверхностные рецепторы на клеточной мембране 
избирательно связываются со своими лигандами (соответствующи-
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ми гормонами и цитокинами) и передают (трансдуцируют) сигнал 
путем конформационного изменения молекулы со своих экстра- 
клеточных липшд-связывающих доменов через мембрану на внут­
риклеточные (цитоплазматические) домены.

Регуляция трансдукции поверхностными рецепторами. Связыва­
ние лиганда с рецепторами вызывает клеточный ответ в виде ген­
ной экспрессии. Ростовые факторы индуцируют экспрессию de novo 
специфических групп генов через трансцитоплазматические сиг­
нальные пути, регулирующие транскрипцию. Первый и простей­
ший механизм передачи сигнала через цитоплазму в ядро -  систе­
ма PKA/CREB. В этом сигнальном пути цА М Ф , чей уровень 
повышается в ответ на рецепторную стимуляцию, активирует про- 
теинсеринкиназу РКА (тетрамер, состоящий из двух регуляторных 
R- и двух каталитических С-субъединиц), локализованную в ци­
топлазме, связываясь с ее регуляторными субъединицами и тем са­
мым высвобождая каталитические субъединицы, которые переме­
шаются в ядро. С-субъединица входит в ядро и фосфорилирует 
транскрипционный фактор CREB (cAMP responsive element binding 
protein), который является ядерной мишенью РКА (protein kinase 
А). Фосфорилирование обусловливает связывание CREB с ко-ак- 
тиватором СВР/рЗОО и транскрипцию цАМ Ф-зависимых индуци- 
бельных генов. Многие транскрипционные факторы известны те­
перь как непосредственно регулируемые фосфорилированием через 
позитивный или негативный контроль ядерного экспорта или им­
порта, связывание с ДНК или трансактивацию.

Молекулярные механизмы всех процессов СТ сводятся к специ­
фическим межпротеи новым взаимодействиям, которые осуществ­
ляются путем гомо- или гетеродимеризации белков и образования 
протеиновых комплексов. Путь СТ представляет собой каскад бел­
ков-трансмиттеров, которые, как эстафету, передают сигнал от пре­
дыдущего (upstream) члена пути к следующему (downstream). Био­
химические последствия СТ заключаются в изменении состояния 
ГТФ-связывающих белков и/или последовательной ферментатив­
ной активации каскада протеинкиназ. Передача сигнала осуществ­
ляется чаще всего фосфорилированием белка-мишени по тирози­
ну, серину или треонину. Конечная цель всех путей СТ — достичь 
ядра, модифицировать генную транскрипцию и специфическим 
образом изменить поведение клетки. Выбор пути СТ зависит от 
внутри- и внеклеточной ситуации: совокупности действующих фак­
торов, стадии дифференцировки, момента клеточного цикла, элек­
тролитного баланса и доступности метаболитов. В онкологическом
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контексте стоит акцентировать внимание на описании молекуляр­
ных механизмов, ответственных за передачу митогенных сигналов, 
регулирующих клеточный цикл и пролиферацию.

Пол и вариантность СТ обеспечивается возможностью перекрес­
тной передачи сигнала с одного пути на другой и существованием 
родственных высокогомологичных белков (от 2-3  до нескольких 
десятков в семействе) с модульной (доменной) структурой, кото­
рые могут отличаться друг от друга по структуре наличием/отсут- 
ствием функциональных доменов.

Для передачи регуляторных сигналов в геноме человека закоди­
ровано более 650 протеинкиназ, около 20% этого количества со­
ставляют протеинтирозинкиназы (РТК). Сравнительный анализ 
протеинкиназ и фосфатаз из разных видов показал, что настоящие 
РТК отсутствуют у одноклеточных эукариот (в частности, у дрож­
жей Saccharomyces cerevisiae), но появляются у простейших много­
клеточных эукариот, т.е. эволюционируют рука об руку с много- 
клеточностью, судя по всему, в ответ на потребность в межклеточных 
коммуникациях. Это подтверждается тем, что большинство РТК 
играют роль в трансмембранном сигналинге в ответ на воздействие 
лигандов, которые связываются с поверхностными клеточными 
рецепторами. Роль экстраклеточных лигандов в индукции и регу­
ляции клеточных метаболических ответов играют гормоны, цито­
кины и другие ростовые факторы.

К механизмам регуляции протеинкиназной активности относятся: 
s  взаимодействие с вторичными мессенджерами (небелковыми 

регуляторами), к которым относятся цАМФ, цГМФ, DAG, 
полиамины, двуцепочечные РНК, двуцепочечные ДНК, 1Р6; 

J  фосфорилирование определенных аминокислотных остатков; 
v' интрастерическая ингибиция через псевдосубстратные пос­

ледовательности;
^  связывание с регуляторными субъединицами, ингибиторными 

белками или белками межклеточной адгезии, димеризация;
S  изменение субклеточной локализации.
Внутриклеточные белковые ингибиторы протеинкиназ обычно 

высокоспецифичны к индивидуальным протеинкиназам, как и сле­
дует ожидать, исходя из принципа межбелкового взаимодействия, 
например, PKI (protein kinase cAMP-dependent catalytic inhibitor) для 
РКА, р21 и р16 для циклинзависимых протеинкиназ. 

Протеинфосфатазная активность может регулироваться:
/  соединением с лигандами (рецептороподобные фосфотиро- 

зинфосфатазы);
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v'' вторичными мессенджерами;
S  объединением в комплекс с ингибиторны м и белками;
s  посттрансляционными м одиф и каци ям и  (фосфорилирование 

и метилирование).
Активность регуляторных белков такж е регулируется фосфори­

лированием и субклеточной локали зац и ей . Существует большое 
семейство рецептороподобных протеинф осф атаз, активность кото­
рых регулируется взаимодействием с лигандам и. В некоторых слу­
чаях они негативно ингибируются дим еризацией  (например, RPTPa 
и CD45), что является зеркальным отраж ением  активации димери­
зацией самих рецепторных РТК. Л иганды , регулирующие димери­
зацию фосфотирозинфосфатаз, еще не идентифицированы.

Примерно в середине 1950-х годов была открыта возможность 
обратимого изменения активности ф ерм ентов путем фосфорили­
рования в результате комбинированного действия протеинкиназ и 
протеинфосфатаз и примерно тогда же было показано, что гормо­
ны адреналин и глюкагон повы ш аю т уровень внутриклеточного 
цАМФ. Так был впервые установлен ф акт участия вторичных мес­
сенджеров в регуляторных процессах. П озднее цАМФ-зависимая 
протеинсеринкиназа РКА была изолирована как субстрат цАМФ, и 
при изучении ее плейотропной субстратной специфичности было 
показано, что она ответственна за м ногие эффекты  цАМФ. Эти 
открытия послужили предпосылками рож дения концепции сигналь­
ной трансдукции. В последующие десятилетия было обнаружено, 
что эукариотические сигнальные пути имеют высоко-консерватив­
ную природу, их дефекты являются краеугольной причиной разви­
тия рака и ряда других заболеваний. Громадный прогресс достиг­
нут с тех пор благодаря структуры ому и генетическому анализу, 
развитию аналитических методов и  созданию  реагентов, в том чис­
ле фармакологических модуляторов сигналинга.

Анализ рецепторной активации сигнальны х путей показал, что 
сигнатинг может быть инициирован и распространяться по принци­
пу индуцированного молекулярного совм ещ ения. Связывание ли­
ганда с рецепторной РТК инициирует сигналинг, вызывая димери­
зацию, которая облегчает трансф осф орилирование. Привлечение 
белков с фосфотирозин-связывающими дом енам и к активирован­
ным трансмембранным рецепторам повышает локальную концент­
рацию белков на мембране, увеличивая этим количество сигнальных 
комплексов. Наличие в молекуле определенных последовательнос­
тей (ЭН2-доменов) резко повышает аффинность этих белков как суб­
стратов фосфорилирования активированными рецепторными РТК.
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Индуцированное совмещение белков используется для актива­
ции сигнальных путей многими рецепторными системами, особен­
но цитокиновыми и рецепторами смерти (см. главу «Апоптоз»), где 
начальные события сигналинга принципиально зависят от олиго­
меризации белков. Группа рецепторов семейства T N F , которые 
промотируют клеточную смерть, использует гомотипные взаимо­
действия между доменами смерти, эф ф екторны м и доменами и 
CARD-доменами, чтобы запустить внутриклеточный сигнальный 
каскад последовательной протеолитической активации серии про­
ферментов (семейства каспазных протеаз). В индуцированной ре­
цепторами смерти активации каспазного каскада совмещение мо­
лекул используется, чтобы повысить низкий базальный уровень 
каталитической активности прокаспаз, что приведет к эффектив­
ному аутопроцессингу в контексте олигомера.

Хотя достоверно установлено, что лиганд-индуцированная ди­
м еризация необходима для активации рецепторных РТК, недавно 
показано, что димеризации per se может быть недостаточно для ак­
тивации и что может существовать дополнительная потребность 
в относительной ориентации двух субъединиц димера так, чтобы 
каталити ческие домены  корректно соприкасались. Рецепторные 
димеры  могут существовать и в отсутствие лиганда, но лиганд-ин­
дуцированная конформационная реконструкция рецепторных ди­
меров является принципиально важным моментом активации ка­
талитических доменов.

2.2. Ф О СФ ОРИ ЛИ РОВА Н ИЕ В СИГНАЛЬНОЙ 
ТРАНСДУКЦИИ

О сновны е принципы  СТ установлены в 1980—1990-х годах. От­
кры тие протеинкиназ v-Src и v-Abl (вирусных трансформирующих 
белков, которы е фосфорилируют тирозиновые остатки в сигналь­
ных молекулах инфицированной клетки-хозяина) послужило пря­
мым доказательством того, что фосфорилирование тирозина играет 
роль в контроле роста. Как теперь известно, тирозинфосфорилиро- 
вание — основной механизм трансмембранной и внутриклеточной 
передачи ростового сигнала. Открытие E G F -стим улированного 
ф осф орилирования рецептора EGF по тирозину привело к иденти­
ф и кац и и  больш ого семейства лиганд-стимулируемых рецепторных 
протеинтирозинкиназ, которые обладают внутриклеточной катали­
ти ч еской  активностью , активируемой связы ванием с лигандом .
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Рецепторы бывают разных типов: 1) рецепторные тирозинкиназы с 
цитоплазматическим доменом, обладающим каталитической актив­
ностью, который активируется связыванием экстраклеточного до­
мена с лигандом; 2) рецепторы, лишенные цитоплазматического 
протеинкиназного домена, которые нековалентно связываются с 
цитоплазматическим доменом другой рецепторной субъединицы и 
формируют бинарные рецепторы (например, цитокиновые рецеп­
торы связываются для передачи сигнала с тирозинкиназами JAK- 
семейства); 3) трансмембранные протеинсеринкиназы — рецепто­
ры цитокинов семейства TGFp также передают сигнал в клетку 
посредством лиганд-индуцированного внутриклеточного фосфори­
лирования.

Активация цитоплазматического каталитического домена рецеп­
торной РТК и поверхностных рецепторов других типов происходит 
вследствие лиганд-индуцированной ди- или олигомеризации, в ре­
зультате которой каждый каталитический домен трансфосфорили- 
рует тирозин в активационной петле другого каталитического до­
мена. Затем происходит аутофосфорилирование тирозина вне 
каталитического домена, которое яаляется ключом к дальнейшей 
передаче сигнала.

Цитокиновые рецепторы без внутриклеточной киназной актив­
ности, такие как рецепторы IL-3, GM -CSF и интерферонов, пере­
дают свои регуляторные сигналы в первую очередь через JAK-ce- 
мейство реиептор-ассоциированных тирозинкиназ. JAK-киназы 
(Janus kinase) получали свое название в честь божества римской 
мифологии двуликого Януса, так как содержат два киназных доме­
на, хотя только С-терминальный проявляет тирозинкиназную ак­
тивность. JAK-киназы опосредуют сигнальную трансдукцию прак­
тически всех цитокинов. Они активируют транскрипционны е 
факторы STAT, которые затем трансдуцируют эти сигналы в ядро и 
модулируют генную экспрессию (рис. 2.1).

Цитокиновые рецепторы с цитоплазматической киназной ак­
тивностью, такие как c-kit, первоначально представлялись как пе­
редающие свои сигналы независимо от серин/треонинкиназных 
каскадов. Теперь известно, что оба типа рецепторных сигнальных 
путей взаимодействуют с серин/треонинкиназными каскадами, так 
как максимальная активация тирозинкиназно активируемых кас­
кадов воалекаст серин/треонин-фосфорилирование, модулируемое, 
например, MAP-киназами. На пересечении двух различных направ­
лений исследований -  изучения активации протеинкиназ рецеп­
торными РТК и фосфорилирования транскрипционных факторов
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Рис. 2.1. Цитокин-и>1луиированная си тальн ая  трансдукция.
Н е обозначенные трансмембранные структуры митохондрий -  белки семейства Вс12.

было установлено, что MAP-киназный сигнальный путь является 
основным механизмом контроля транскрипции у эукариот. МАР- 
киназа была первоначально открыта как инсулин-активируемая 
протеинсеринкиназа. Генетический и биохимический анализ пока­
зал, что этот механизм представляет собой каскад из трех протеин- 
киназ: МАРККК (MAP kinase kinase kinase) фосфорилирует МАРКК 
(MAP kinase kinase) по сериновым остаткам в ее активационной 
петле, а МАРКК затем фосфорилирует МАРК (MAP kinase) по тре­
онину и тирозину. Активированная МАРК, конечное звено этого 
каскада, мигрирует в ядро и там фосфорилирует и активирует 
транскрипционные факторы.

Активация общего сигнального пути, инициируемого цитокино- 
выми рецепторами, протеинкиназного каскада R as/Raf/M EK /
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ERK(MAPK), проявляется в фосфорилировании и активации допол­
нительных киназ и транскрипционных факторов (рЭД11̂ , CREB, ELK, 
Erg-1). Серин/треонин-фосфорилирование вовлечено в регуляцию 
контролирующего апоптоз белка Вс12 и в этиологию некоторых опу­
холей человека. Активность белков STAT-1 и -3, регулируемая ERK- 
киназным каскадом, значительно усиливается фосфорилированием 
по серину. Конститутивное фосфорилирование серина в молекулах 
STAT-1 и -3 наблюдается при хроническом лимфоцитарном лейкозе 
и может быть ингибировано флударабином. Оно играет роль в раз­
витии иммунодефицитов и может быть важной мишенью некоторых 
химиотерапевтических лекарств, распознающих активированные 
белки.

Цитокиновая стимуляция соответствующих клеток-мишеней при­
водит к быстрой активации киназы PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase), 
которая катализирует фосфорилирование фосфатидилинозитолов: 
Ptdlns -> PtdIns(3)P, PtdIns(4)P PtdIns(3,4)P2, PtciIns(4,5)P2 
PtdIns(3,4,5)P3. Липидные продукты PI3K служат для локализации и 
активации добавочных сигнальных молекул Rac и РКВ (protein kinase 
В, известной еще и как Akt) вблизи мембраны.

PI3K — гетеродимерный белок, состоящий из регуляторной субъе­
диницы р85 (которая содержит домены SH2 и SH3) и каталитичес­
кой субъединицы рПО. Как только р85 фосфорилирована, активи­
руется рПО и активирует в свою очередь киназу  PKB/Akt и 
транскрипционный фактор NF-кВ. ИЛ-3 индуцирует ассоциацию 
тирозинфосфатазы SHP2 с адапторным белком, который прикреп­
ляет РОК к клеточной мембране, богатой липидными субстратами. 
Итак, основными мишенями РОК являются PKB/Akt и NF-кВ, а 
также p70S6K (р70 ribosomal S6 kinase).

Фосфорилирование проапоптозного белка Bad по серину-112 и 
серину-136 проявляется в его ассоциации с цитозольным шаперо- 
ном белком 14-3-3 и вытеснении из комплекса с Bcl-XL в митохон­
дрии. Фосфорилирование по серину-136 осуществляют протеинки- 
назы PI3K и РКВ и тем самым п р ед о твр ащ аю т апоптоз. 
Фосфорилирование по серину-112 происходит МЕК-зависимым 
путем, и именно оно главным образом регулирует ассоциацию Bad 
с Bcl-XL. Фосфорилирование по серину-112 может происходить и 
Р13К-зависимым путем в тех случаях, когда PI3K способствовала 
активации MAP-киназного пути. Многие цитокины способны ак­
тивировать Р13К-пугь, но результат этой активации, особенно фос­
форилирование Bad, зависит от клеточного контекста. Фосфори­
лирование транскрипционных факторов -  сложная область, так как
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некоторые из этих событий активируют, а другие ингибируют со­
ответствующий белок.

Отмена цитокиновой зависимости часто связана с опухолевой 
трансформацией и ассоциирована с аутокринной экспрессией рос­
товых факторов. Например, клетки, трансформированные к цито­
кин-независимости онкобелком Raf, экспрессируют ростовой фак­
тор GM-CSF на высоком уровне, достаточном для их собственной 
пролиферации. Raf — семейство серин/треонинкиназ, которые яв­
ляются мишенью активации многими цитокиновыми рецептора­
ми. Они проводят сигналы от Ras, Src-подобныхтирозинкиназ, РКС, 
KSR (kinase supressor of Ras) к M EKl-киназе с двойной, тирозин- и 
серин/треонинкиназной, специфичностью. A-Raf — самый слабый 
сигнальный трансдуктор и слабый индуктор белка-ингибитора кле­
точного цикла p21CIP1 оказался самым эффективным в отмене ци­
токиновой зависимости. Существует сложный запутанный баланс 
между промоцией роста и промоцией остановки клеточного цикла 
белками Raf.

Дерегулированное серин/треонинфосфорилирование молекул 
STAT (signal transducer and activator of transcription) вовлечено в па­
тогенез ХЛЛ, наиболее распространенной в США формы лейкоза, 
при которой у пациентов белки STAT1 и STAT3 конститутивно 
фосфорилированы по серину-727. Это наблюдение имеет клини­
ческое значение, так как лечение пациентов с ХЛЛ флударабином 
приводит к специфической потере активности STAT1. Пуриновый 
аналог флударабин — на сегодня самый эффективный химиотера­
певтический препарат против ХЛЛ. 80-90% пациентов отвечают на 
лечение флударабином, но ответ непродолжителен, а кроме того, 
сопровождается тяжелым иммунодефицитом. Идентификация ки­
наз, фосфорилирующих STAT1, и его мишеней поможет улучшить 
лечение ХЛЛ и других болезней.

Цитоплазматические протеинкиназы и протеинфосфатазы мо­
гут быть классифицированы на основе их субстратной специфич­
ности. Практически все они воздействуют либо на тирозиновые, 
либо на серин/треониновые остатки в молекулах своих белковых 
субстратов. Идентифицированы также киназы и фосфатазы с двой­
ной, тирозин- и серин/треониновой, специфичностью. Фосфори­
лирование (протеинкиназами) и дефосфорилирование (протеинфос- 
фатазами) тирозиновых, сериновых и треониновых остатков играют 
решающую роль в сигнальных межпротеиновых взаимодействиях и 
катализе.
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2.3. БЕЛКОВЫЕ СИГНАЛЬНЫЕ МОЛЕКУЛЫ

Межпротеиновые взаимодействия, которые играют важную роль 
в сборке и функционировании мультикомпонентных комплексов 
сигнальной трансдукции, осуществляются посредством нескольких 
структурных мотивов, часто встречающихся в молекулах сигналь­
ных протеинкиназ, а также адапторных (стыковочных) белков, не 
имеющих каталитической функции. К наиболее распространенным 
мотивам сигнальных белков относятся домены SHI, SH2 и SH3 
(Src homology). Белки, лишенные каталитической активности (ки­
назного домена SH1), но содержащие интактные домены SH2 и 
SH3, обладают трансформирующей способностью. Домены SH2 
взаимодействуют с последовательностями, содержащими фосфоти- 
розиновые остатки. Функциональные последствия этой ассоциа­
ции заключаются в прямой или опосредованной активации специ­
фического фермент-субстратного взаимодействия. Специфичность 
протсин-протеинового связывания определяется коротким (из 4-6 
аминокислот), С-терминальным по отношению к фосфотирозино- 
вому остатку фрагментом молекулы-субстрата и поддерживается 
высокой эволюционной консервативностью первичных последова­
тельностей фосфотирозинсодержащих пептидов. БН2-домены свя­
зывают субстрат последовательность-специфичным образом, рас­
познавая один аминокислотный остаток или более в позиции 1-6 с 
С-терминальной стороны от фосфотирозина.

Лиганды дтя доменов SH3 содержат полипролиновые последо­
вательности, которые принимают спиралевидную конфигурацию при 
связывании с 5НЗ-доменами. Функциональные последствия свя­
зывания с SH3-доменами те же, что описаны для БШ-доменов, т.е. 
привлечение и активация адапторных белков и протеинкиназ, а 
также определение их клеточной локализации. Многие адапторные 
белки содержат несколько SH2- и БНЗ-доменов, благодаря кото­
рым они могут участвовать в сборке мультивалентных сигнальных 
комплексов в ответ на активацию рецепторов, ассоциированных с 
тирозинкиназной активностью.

Домен SH2 -  наиболее распространенный инструмент распоз­
навания специфических фосфорилированных тирозинов в молеку­
лах активированных рецепторных протсинтирозинкиназ (РТК) и 
их мишенях (рис. 2.2, см. вклейку). Его открытие (впервые в моле­
куле Src-киназы, а затем и в других тирозинкиназах) было проры­
вом в понимании того, как активированные РТК распространяют 
сигнал -  как ассоциация двух белков может быть индуцирована
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фосфорилированием. Позднее были обнаружены другие типы фос- 
фотирозинсвязывающих доменов (РТВ, P.Tyr-binding), но преобла­
дающим типом фосфотирозинсвязывающих доменов, участвующих 
в сигналинге, является SH2.

SH2- и РТВ-взаимодействия используются как средство привле­
чения белков-мишеней к активированным РТК и для их транслока­
ции к плазматической мембране, где находятся субстраты многих 
эффекторных белков, активированных рецепторными РТК (такие 
как фосфолипаза Су и PI3K). 5Н2/РТВ-домены присутствуют не 
только в белках с ферментативной активностью, регулируемой тиро- 
зинфосфорилированием, но и в так называемых адапторных белках 
(например, GRB2), которые связывают и доставляют эффекторные 
белки (белки-мишени в сигнальном каскаде) к плазматической мем­
бране. Рецептор-индуцированное привлечение белков к плазмати­
ческой мембране как механизм активации сигнальных путей являет­
ся ключевым моментом сигнальной трансдукции.

После идентификации 5Н2-домена было установлено, что боль­
шинство индуцибельных и конститутивных межпротенновых взаимо­
действий, вовлеченных в сигнальную трансдукцию, обеспечивается 
модульной природой белков. В сигналинге, индуцированном рецеп­
торными РТК и другими протеинкиназами, участвуют различные до­
мены размером 40-150 аминокислотных остатков. Среди них домены 
SH2, РТВ, SH3, WW, FHA, SAM, LIM, РХ, EH, EVH1 и PDZ. Доме­
ны в белковой молекуле располагаются в линейной последовательно­
сти и своими амино- и карбокситерминальными концами соединя­
ются с другими доменами, подобно бусинам на нитке. Как и домен 
SH2, большинство этих доменов распознают короткие линейные пос­
ледовательности из 4-10 аминокислотных остатков. Фосфорилирова­
ние специфических сериновых, треониновых или тирозиновых остат­
ков в распознаваемых последовательностях этих доменов обеспечивает 
индуцибельную ассоциацию белковых молекул.

Домен PH (или PHD, pleckstrin homology domain) обнаружен как 
в сигнальных, так и в цитоскелетных белках. Хотя гомология пер­
вичных последовательностей доменов PH из разных источников зна­
чительно ниже, чем у доменов SH2 и SH3, высокой консервативно­
стью отличается их трехмерная структура.

Домены, вовлеченные в мембранный сигналинг, могут распоз­
навать не только белковые молекулы. Например, домены PH рас­
познают специфические фосфолипиды и участвуют в индуцибель- 
ной мембранной ассоциации, зависящей от вторичных липидных 
мессенджеров. Домен PH протеинкиназ PDK1 и Akt/PKB распоз-
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нает и связывает белок PIP3, и это промотирует их привлечение к 
мембране в ответ на фосфатидилинозитол-3-киназную активацию 
и приводит к активации киназы Akt/PKB киназой PDK1. Измене­
ние уровня ионов кальция может регулировать мембранную ассо­
циацию белков через кальций-зависимое взаимодействие доменов 
С2/Са1В с фосфолипидами.

Идентифицированы фосфосеринсвязывающие домены, которые 
также играют роль в распространении сигнала, облегчая зависящие 
от фосфорилирования белковые взаимодействия, например, свя­
зывание ко-активаторного белка СВР с транскрипционным факто­
ром CREB после фосфорилирования последнего по серину-133.

Домены SH2, SH3 и PH характерны для цитоплазматических 
межпротеиновых взаимодействий, тогда как ядерные транскрип­
ционные факторы содержат другие аминокислотные мотивы, на­
пример, полилейциновые «молнии» (leucine zippers).

Структурный анализ сигнальных белков. Анализ линейной и трех­
мерной структуры сигнальных белков обнаружил новые и неожи­
данные принципы регуляции. Например, в некоторых протеинки- 
назах так называемая активационная петля действует как негативный 
регулятор активности, блокируя связывание АТФ и/или субстрата, 
и вращение С-спирали в аминотерминальной области молекулы 
используется как регуляторный механизм.

Пример 1. В ингибированном (фосфорилированном по тирози­
ну-527) состоянии тирозинкиназы c-Src ее SH2- и БНЗ-домены, 
расположенные в стороне от каталитического домена, связываются 
с фосфотирозином и линкерной последовательностью соответствен­
но вместо того, чтобы блокировать доступ субстрата к каталитичес­
кому центру, как ожидалось. Активность Src-киназы ингибируется 
в результате конформационного изменения, которое приводит к 
вращению С-спирали и искажению активного сайта.

Пример 2. Димерная структура белка RPTPa (receptor protein- 
tyrosine phosphatase-a) является причиной того, что активность дан­
ной рецепторной фосфотирозинфосфатазы может негативно регу­
лироваться через взаимодействие симметричных димеров, в котором 
HTH(helix-tum-helix)-MOTHB одного мономера блокирует доступ к 
активному (каталитическому) центру другого.

Пример 3. Аминотерминальный домен SH2 тирозинфосфатазы 
Shp2 связывается с ее же каталитическим центром и блокирует до­
ступ субстрата к нему. При связывании протеинфосфатазы с доме­
ном SH2 фосфотирозинсодержащего белкового лиганда происхо­
дит открывание активного сайта в молекуле Shp2.
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Пример 4. Структура Ras и других G-белков, связывающих ГДФ 
и ГТФ, такова, что гидролиз ГТФ проявляется в конформациоп- 
ном блокировании связывания с эффскторными белками.

Структурный анализ протеинкиназ и фосфатаз является теперь 
рутинным этапом в создании лекарств, ингибирующих каталити­
ческую активность или блокирующих молекулярные взаимодействия, 
для лечения болезней дерегулированного сигналинга, преимуще­
ственно злокачественных. Структура протеинкиназ, связывающих­
ся с белковыми (р16, р21 и др.) и низкомолекулярными синтети­
ческими химическими ингибиторами, определяет механизмы, 
которыми осуществляется ингибирование и достигается избиратель­
ность взаимодействий.

Точечная мутация в субстрат-связывающих доменах (например, 
в домене WW, связывающем фосфосерины в фосфосеринпролино- 
вых мотивах) рецепторной протеинкиназы может изменить ее ли­
ганд-специфичность. Это предвещает возможность существования 
уникальных сигнальных путей с необычными сигнальными компо­
нентами. Функциональное различие фосфорилированных и нефос- 
форилированных форм протеинкиназ обусловлено тем, что добав­
ление фосфата может индуцировать локальное конформационное 
изменение, повышающее сродство к субстрату (например, глико- 
генфосфорилаза) или блокирующее связывание с субстратом (изо- 
цитратдегидрогеназа).

Пространственные аспекты СТ. Замечено, что протеинкиназы, 
фосфатазы и их субстраты дискретно локализуются в клетке и это 
определяет специфичность фосфорилирования. Сигнальные компо­
ненты сложно организованы на плазматической мембране, в цито­
плазме и ядре в дискретные сигнальные комплексы. Традиционное 
представление, что СТ вовлекает свободно диффундирующие струк­
туры, оказалось справедливым только для вторичных мессенджеров 
типа цАМФ, тогда как численно преобладающие протеиновые ком­
поненты передают сигнал в полужидком состоянии с минимальной 
свободной диффузией. Возможен направленный транспорт сигналь­
ных белков посредством филаментоподобных или везикулярных 
транспортных структур. Сигналы канализируются специфическими 
путями от мембраны к ядру и другим клеточным мишеням, и за 
трансляцию сигнала ответственны специальные клеточные компарт- 
менты. Этим обеспечиваются эффективность и специфичность СТ. 
Для локализации и прикрепления протеинкиназ и фосфатаз к их 
субстратам в особых местах клетки часто используются так называе­
мые якорные (прикрепляющие и поддерживающие) структурные
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белки. Это усиливает эффективность и специфичность фосфорили­
рования субстрата и координирует действия протеинкиназ и фосфа­
таз. Наиболее изучены якорные белки АКАР, которые используются 
для фиксации РКА-киназы к специальным местам в клетке. Напри­
мер, белок АКАР18, локализованный на мембране, связывается с 
РКА и ее мишенью -  кальциевым каналом L-типа.

Якорные белки известны и для TGFpRI, например, белок SARA 
используется для привлечения белков Smad-семейства и фиксации 
сигнального комплекса к дискретным мембранным областям. Не­
сомненно, множество других якорных белков предстоит открыть в 
будущем.

Существуют различные способы доставки сигнальных компо­
нентов через формирование мультипротеиновых комплексов, ко­
торые обустраиваются и поддерживаются специальными структур­
ными белками для последовательного соединения компонентов 
сигнальных путей. Примером может служить строительно-вспомо­
гательный белок Ste5, который взаимодействует с протеинкиназа- 
ми Ste7, Stell и Fus3p/Ksslp в феромоновом сигнальном МАРК- 
пути. Важным свойством многих строительно-вспомогательных 
белков является способность к димеризации, которая делает воз­
можной трансфосфорилирование между молекулами протеинкиназ, 
связанных с различными субъединицами димера.

Неслучайная локализация сигнальных белков является фунда­
ментальным принципом СТ, и пространственное разделение бел­
ков широко используется как механизм предотвращения спонтан­
ной сигнальной активации. Локальное перемещение белковых 
молекул происходит при индуцибельной мембранной ассоциации 
цитоплазматических белков с фосфотирозинсвязывающими доме­
нами, при активации сигнальных белков в клетке и при транслока­
ции их в ядро и из ядра. Например, фосфорилирование транскрип­
ционных факторов семейства STAT по тирозину индуцирует их 
димеризацию и ядерный импорт, а фосфорилирование киназой Akt/ 
РКВ транскрипционного фактора FKHR проявляется в его ядер- 
ном экспорте. Везикулярная транслокация белков тоже может ис­
пользоваться как механизм СТ. Например, большинство лигандов 
индуцирует эндоцитоз их рецепторов посредством специализиро­
ванных для выполнения сигнальных функций везикул.

Сигнсиьные сети и сигнсиьпая специфичность. Одна из целей изу­
чения сигнальных сетей -  объяснить, как достигается сигнальная 
специфичность, если одни и те же кбровые сигнальные пути, акти­
вированные разными рецепторами, вызывают различные клеточ-
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ные ответы. Например, почему активация фосфатидилинозитол-3- 
киназы инсулиновым рецептором приводит к таким метаболичес­
ким ответам как транслокация переносчика глюкозы GLUT4, а 
активация этой же киназы рецепторами ростовых факторов в той 
же самой клетке -  нет? Сигнальная специфичность может быть 
результатом активации уникальных сигнальных путей рецептора­
ми. Либо, поскольку клеточные ответы отражают интеграцию сиг- 
налинга по всем путям, активированным одним и тем же рецепто­
ром, сигнальная специфичность может быть результатом уникальной 
комбинации сигнальных путей, активированных этим рецептором. 
Рецепторные РТК используют не только аутофосфорилирование по 
тирозину, но и специальные белки, изолирующие фосфорилиро- 
ванный сайт (например, 1RS1 и IRS2 для инсулинового рецептора 
и FRS2 для FGF- и NGF-рецепторов), для разделения сигналинга 
и обеспечения специфичности. Точная локализация лиганд-акти- 
вированных рецепторов на клеточной поверхности может предоп­
ределять путь, подлежащий активации, т.е. пространственное раз­
деление -  это еще один способ обеспечить специфичность. 
Различные тканеспецифичные ядерные ответы на активацию опре­
деленного рецептора могут быть объяснены экспрессией различ­
ных репертуаров внутриклеточных сигнальных белков, включая 
транскрипционные факторы, и распределением активных участков 
хроматина, доступных для индукции транскрипции в каждом типе 
клеток.

Очевидная избыточность сигнальных путей доказывается тем, 
что мутация индивидуального сайта фосфорилирования по тирози­
ну в рецепторных РТК часто не отменяет специфический ответ, 
индуцируемый рецепторной активацией. Это может объясняться 
существованием более чем одного способа активации определен­
ного сигнального пути, как, например, Ras/MAP-киназный путь, 
который может быть активирован несколькими различными меха­
низмами. Такое часто наблюдается в семействах близкородствен­
ных белков, где возможна и функциондльная избыточность. Хоро­
ший пример — Src-семейство, где белки c-Src, Fyn, c-Yes обычно 
ко-экспрессируются и где любой из них может быть достаточен для 
распространения сигнала.

Src-семейство тирозиновых протеинкиназ является частью ком­
плексной сети внутриклеточных путей передачи сигналов, состоит 
из ряда родственных молекул (Src, Fyn, Yes, Lck, Blk, Lyn, Hck, 
Yrk, Fgr), чьи биологические функции не до конца изучены. Src, 
Fyn и Yes повсеместно экспрессируются в клетках млекопитаю-
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щих, тогда как экспрессия остальных членов семейства более огра­
ничена. Онкоген c-Src -  основной член этого большого семейства, 
представляет собой клеточный гомолог вирусного онкогена v-Src, 
ответственного за развитие саркомы птиц (Rous' sarcoma). Даль­
нейшее обсуждение касается в основном его. Белок Src локализует­
ся в тех же областях цитоплазмы, где находятся интегриновые кла­
стеры так называемой фокальной адгезии в фибробластах и 
кадерин-опосредованной межклеточной адгезии в эпителиальных 
клетках. Перемещение активированного протеина Src из перинук- 
леарной области к клеточной периферии необходимо для органи­
зации актинового шггоскелета.

Молекулярная структура и регуляция. Структура молекулы Src по­
казана на рис. 2.2. В числе субстратов Src-киназы она сама (аутофос­
форилирование по тирозину-416), регуляторная субъединица р85 
фосфатадишнозитол-З-киназы (PI3K) и киназа фокальной адгезии 
FAK. Эти и другие субстраты Src-киназы взаимодействуют с ее SH- 
доменами (доменами Src-гомологии, SH3 и SH2) своими полипро- 
линовыми и фосфотирозин-содержащими последовательностями 
соответственно. Карбокситерминальный тирозин-527 молекулы Src 
регулирует ее каталитическую активность. Фосфорилирование тиро­
зина-527 вызывает такое конформационное изменение молекулы, 
вследствие которого он взаимодействует с ее собственным SH2-до­
меном и инактивирует его. Потеря этого регуляторного участка мо­
лекулы, как и замена тирозина-527 другим аминокислотным остат­
ком, может служить примером активирующей онкогенной мутации, 
так как только тирозин-527 и только в фосфорилированном состоя­
нии, связываясь с доменом SH2, замыкает молекулу и лишает ее 
тирозинкиназной активности (рис. 2.2). Белок c-Src инактивируется 
тирозинкиназой Csk, которая фосфорилирует тирозин-527.

Роль Src в клеточном росте и выживании. Молекулярные собы­
тия, сопровождающие активацию Src-киназы, в точности не изве­
стны, но ее роль в СТ проявляется в регуляции генной экспрессии, 
прогрессии клеточного цикла, усилении клеточной подвижности, 
инвазивности, адгезии. Один из регулируемых ею эффекторов -  
митоген-активирующая протсинкиназа MAP (m itogen activated 
protein) участвует в регуляции транскрипционного комплекса АР-1 
(activator protein 1), без которого невозможен процесс инвазии. Сама 
Src-киназа является эффектором индуцированной ростовыми фак­
торами прогрессии клеточного цикла и активирует митоз-специ- 
фичный субстрат SAM68. Src-киназа принимает участие и в сиг­
нальных путях клеточного выживания, в частности, она может быть
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звеном между активированными лимфокиновыми рецепторами и 
ингибицией апоптоза через активацию Akt-киназы.

Роль Src-киназы в опухолях чыовека. Активирующая онкогенная 
мутация (замена тирозина-527 в молекуле Src-киназы), которая по­
добна по своим функциональным последствиям делеции карбокси- 
терминального района и придает гену транформирующие свойства, 
присущие v-Src, обнаружена в подгруппе высокоафессивных мета- 
стазирующих колоректальных опухолей. Экспрессия и активность 
Src-киназы повышены во многих опухолях человека, включая опу­
холи молочной железы, яичника, головы и шеи, поджелудочной же­
лезы, а также в клеточных линиях из опухолей молочной железы. 
Таким образом, получены доказательства того, что усиленная экс­
прессия Src-киназы способствует развитию эпителиального рака.

Тирозинкиназа FAK (focal adhesion kinase) впервые обнаружена 
вместе с интефиновым кластером как фосфорилированный по ти­
розину белок в сайтах клеточной фокальной адгезии Src-трансфор­
мированных клеток. Первичная аминокислотная последовательность 
ее весьма консервативна и различается у курицы, мыши и человека 
не более чем на 10%. Молекула FAK содержит центральный катали­
тический домен и ряд сайтов межбелкового взаимодействия, вклю­
чая два полипролиновых домена, которые могут связывать p!30CAS и 
другие белки, ассоциированные с клеточной мифацией. Регуляция 
активности FAK осуществляется альтернативным сплайсингом, в 
результате которого происходит автономная экспрессия карбокси- 
терминальной части молекулы, называемой FRNK (FAK-related non­
kinase), которая действует как молекулярный ингибитор процессов, 
контролируемых белком FAK. Кроме этого способа регуляции, су­
ществует механизм, в котором FAK сама является объектом регуля­
торного фосфорилирования. Она аутофосфорилируется по тирози­
ну-397, что повышает киназную активность после связывания 
интефина. В клетках, трансформированных геном Src, несущим ак­
тивирующую мутацию, FAK фосфорилирована по нескольким дру­
гим тирозиновым остаткам. Интсфин-индуцированное аутофосфо­
рилирование тирозина-397 создает в молекуле FAK высокоаффинные 
Src-специфичные фосфоакцепторные сайты, а также сайты связы­
вания р85 -  регуляторной субъединицы Р13-киназы. Связывание с 
Src-киназой способствует активации Src-киназы и усиливает фос­
форилирование FAK. FAK также является медиатором интефино- 
вого сигнального пути, который требует активации МАР-киназы 
ростовыми факторами, хотя существует и FAK-независимый меха­
низм интефин-индуцированной MAP-киназной активности.
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Фу нкция FAK. Тирозинкиназа FAK может способствовать опухо­
левой трансформации различными механизмами, так как она свя­
зана со многими ключевыми аспектами клеточной регуляции и яв­
ляется точкой пересечения ряда сигнальных путей, ассоциированных 
с клеточной адгезией, митогенезом и онкогенной трансформацией. 
Роль FAK в адгезии комплексная. Src-индуцированное фосфори­
лирование FAK связано с разрушением ф окальной адгезии в про­
цессе трансформации. FAK-дефицитные мыш и погибают в раннем 
эмбриональном периоде в результате аномальной гаструляции, а 
клетки, полученные из таких эмбрионов, проявляю т дефект мигра­
ции в результате ослабления фокальной адгезии. Роль FAK в кле­
точной миграции была подтверждена введением мутантного гена 
FAK, дефектного по домену киназной активности. Ингибирование 
фокальной адгезии подавляет клеточную пролиф ерацию  и подвиж­
ность. Таким образом, активная FAK участвует в динамической 
регуляции интегриновой фокальной адгезии во время клеточной 
миграции, а усиленная экспрессия FAK через взаимодействие с 
plTO045 может стимулировать клеточную миграцию.

На роль FAK в сигнальных путях клеточного выживания указы­
вает то, что ингибирование FAK p l-интегрином, который связыва­
ет FAK, или FAK-специфичными антителами вызывает апоптоз. 
Напротив, экспрессия конститутивно активированной FAK пре­
дотвращает клеточную гибель после отделения клетки от ЭКМ. 
Редуцированная экспрессия FAK в опухолевых клетках в результа­
те гибридизации с антисмысловыми олигонуклеотидами или доми­
нантно-негативной мутации приводит к потере адгезивных свойств 
и апоптозу. При апоптозе, индуцируемом разнообразными факто­
рами во множестве клеточных типов, обнаружена деградация белка 
FAK протеазами (каспазами). Следовательно, дерегуляция FAK бу­
дет влиять на способность раковых клеток умирать в ответ на апоп- 
тоз-индуцирующие стимулы, которые убивают их нормальные ана­
логи.

Фосфапиилннозитол-З-киназа (phosphatidyIinositol-3-kinase, PI3K) 
фосфорплируст инозитольные липиды в З '-полож ении инозитоль- 
ного кольца с образованием PI-3-фосфатов (P I-3 -монофосфата, PI- 
3,4-бифосфата и Р1-3,4,5-трифосфата). Эти липидны е продукты 
участвуют в ряде клеточных процессов, включая пролиферацию, 
выживание, реорганизацию цитоскелета и мембранный транспорт.

Р13К представляет собой гетеродимер, состоящ ий из регулятор­
ной субъединицы 85 кДа и каталитической субъединицы ПО кДа. 
Регуляторная субъединица содержит два 5Н 2-домена и один SH3-
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домен. Эти домены непосредственно взаимодействуют с белками 
СТ — рецепторами ростовых факторов, активированными связыва­
нием с их лигандами, и активированными онкогенами, такими как 
c-Src и с-АЫ. Трансформирующая способность некоторых онкоге­
нов обусловлена их конститутивно активированным состоянием и 
вследствие этого постоянным взаимодействием с PI3K. Онкоген- 
ный потенциал PI3K подтверждается трансформирующей способ­
ностью ее каталитической субъединицы.

PI3K и клеточное выживание. Трансформация клеток онкогена­
ми Ras и Src придает клеткам способность расти и выживать в сус­
пензии. Этот феномен имеет большое значение для опухолевой 
прогрессии, так как метастазирование в отдаленные области орга­
низма зависит, по крайней мере отчасти, от способности клеток 
выживать в циркуляции. Активированная форма PI3K защищает 
клетки от гибели, индуцированной отделением от ЭКМ. Этот эф­
фект PI3K обусловлен активацией эффекторной молекулы РКВ/ 
Akt. Активация Akt-киназы происходит путем ее взаимодействия с 
PI-3,4-бифосфатом или Р1-3,4,5-трифосфатом, сопровождающего­
ся транслокацией Akt к плазматической мембране.

Фосфатидшшнозитол-З-киназный путь сигншьной трансдукции и 
канцерогенез. Доказательство роли PI-3-киназного пути СТ в кан­
церогенезе получено при изучении физиологического антагониста 
PI3K — опухолесупрессорного белка PTEN, известного еще как 
ММАС и ТЕР-1. Дерегуляция PI3K приводит к злокачественной 
трансформации. В 86% образцов колоректальных опухолей! актив­
ность PI3K была повышена по сравнению с прилежащей нормаль­
ной слизистой, причем повышенный уровень активности PI3K (и 
ее субстрата Akt-киназы) обнаруживается в PTEN-дефицитных опу­
холевых клетках.

Ген PTEN (phosphatase and tensin homolog) локализован на хро­
мосоме 10q23 и является одним из наиболее распространенных му­
тантных генов в опухолях человека. Делении этого локуса встреча­
ются в опухолях предстательной железы, эндометрия, почки, легкого 
и меланомах, но особенно часто в глиомах поздних стадий. Наслед­
ственные мутации гена PTEN обнаружены при синдромах Cowden и 
Bannayan-Zonana, характеризующихся предрасположенностью к зло­
качественным опухолям молочной и щитовидной желез. Белок PTEN 
обладает двойной специфичностью и дефосфор ил и руст фосфорили- 
рованныс по тирозину и серин/треонмну белки, а также вторичный 
липидный мессенджер, основной клеточный продукт P I3 K - Р1-3,4,5- 
трифосфат. Липидфосфатазная активность имеет важное значение
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для опухолесупрессорной функции PTEN. Восстановление экспрес­
сии PTEN в опухолевых клетках, лишенных ее, восстанавливает не­
гативный контроль роста. Идентифицированы различные механиз­
мы супрессии роста белком PTEN, которые зависят от клеточного 
типа. Остановка клеточного цикла в фазе G1 наблюдается в клетках 
глиобластомы и почечной карциномы, а индукция апоптоза — в опу­
холях предстательной и молочной желез. Эти эффекты могут быть 
преодолены экспрессией конститутивно активированной Akt-кина- 
зы. Соответственно PTEN-дефицитные фибробласты имеют повы­
шенную активность Akt и резистентны к проапоптозным стимулам. 
На рис. 2.3 показано влияние экспрессии PTEN на сигнальную транс­
ляцию. Трансфер нормальной копии гена PTEN восстанавливает 
нормальную регуляцию Akt-киназы (через регуляцию циклина D1) 
и чувствительность к апоптозу.

Клиническое значение этих знаний. Ш ироко распространенное 
вовлечение протеинкиназ и фосфатаз в патогенез злокачественных
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I---------------  PTEN

АКТ

Циклин D р21, FAS Антиапоптозные Вс1-Х 
Р27 гены Вс|_2

Пролиферация,
ангиогенез

Клеточное
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Рис. 2.3. Действие опухолесупрессорного белка PTEN  на сигнальную  траисдукиию. 
GSK3 -  glycogen synthase kinase 3, остальные символы в тексте.
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опухолей обусловило усиленный поиск химических агентов, акти­
вирующих или, чаще, ингибирующих их. Такие агенты можно раз­
делить на две основные категории: моноклональные антитела или 
модифицированные протеиновые лиганды и низкомолекулярные 
синтетические вещества.

Например, 1) разработана группа низкомолекулярных ингибито­
ров рецепторов фактора VEGF, существенного для опухолевого анги­
огенеза; 2) моноклональное антитело Herceptin — антагонист рецеп­
тора EGF белка ЕгЪВ2, который уже поступил в продажу и используется 
в адъювантной терапии рака молочной железы (опухоли с гипсрэкс- 
прессией ЕгЬВ2, которые составляют значительную часть случаев); 
3) вещество CGP57148 -  ингибитор онкобелка BCR-ABL, эффектив­
ный при лечении ХМЛ; 4) синтетическое низкомолекулярное соеди­
нение AG1296 избирательно ингибирует фосфорилирование тирозин- 
киназного рецептора Flt3. Flt3 является членом FLT-семейства 
тирозинкиназных рецепторов типа III (вместе с рецепторами PDGF и 
гемопоэтическими рецепторами c-kit и Fms) и компонентом PI3K-, 
Ras/GTFase- и JAK/STAT-путей СТ. Все эти противоопухолевые агенты 
оказывают антипролиферативное действие, ингибируя СТ на разных 
этапах и индуцируя апоптоз. Этот подход пригоден для лечения не 
только злокачественных заболеваний, но и других генетических бо­
лезней, связанных с мутациями протеинкиназ и фосфатаз: миотони- 
ческой дистрофии, периферической нейропатии, инсулинонезависи­
мого диабета, разнообразных синдромов.

2.4. ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ

2.4.1. G-белки

ГТФ-связывающие белки исполняют в клетке роль молекуляр­
ных переключателей, регулирующих ряд физиологических процес­
сов. К ним относятся гетеротримерные G -белки, состоящие из а - , 
(3- и у-субъедипиц, и семейство мономерных Ras-белков (Ras, Rho, 
Rac, Cdc42, TC21/R-Ras, Rab и Ran). Эти белки связывают гуано- 
зинтрифосфат (ГТФ) и гуанозинднфосфат (ГДФ), и возникающие 
в результате копформационные изменения приводят молекулу про­
теина в состояние «включен» или «выключен». Позитивные регу­
ляторы или их мишени (эффекторпые белки) приводят их в ГТФ- 
связанное состояние, в котором они активно участвуют в СТ. 
Негативные регуляторы стимулируют свойственную G -белкам и
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белкам Ras-семейства ГТФазную активность, возвращая их в ГДФ- 
связанмое «выключенное» состояние. Стабильное ГТФ-связанное 
состояние, которое может возникнуть в результате, например, му­
тации а-субъединицы, может привести к конститутивной актива­
ции переключателя.

G-белки продуцируются как физиологически неактивные моле­
кулы-предшественники и превращаются в зрелые белки после се­
рии посттрансляционных модификаций, придающих им гидрофоб­
ные свойства, важные для меж протеиновы х взаимодействий. 
Активация рецепторов, соединенных с G -белками, приводит к дис­
социации а-субъединицы от (3- и у-субъединиц, в результате чего и 
а-субъединина, и Р/у-субъединииа приобретают эффекторные фун­
кции. В трансляции митогенного сигнала с этих рецепторов (3/у- 
днмерный комплекс активирует MAP-киназный каскад через про- 
теинкиназу С (protein kinase С, РКС). РКС-зависимая активация 
MAP-киназного каскада — основной, «классический» путь мито­
генной и онкогенной СТ. а-субъединицы некоторых G -белков также 
могут функционировать в качестве онкогенов. Некоторые мутации 
а-субъединицы лишают G-белки ГТФазной активности и оставля­
ют их в конститутивно активированном ГТФ -связанном состоя­
нии, благодаря которому они приобретают онкогенный потенциал.

Белки суперсемейства Ras. Важным этапом в изучении СТ было 
открытие большого мультигенного семейства маленьких мономер­
ных G-белков, служащих молекулярными переключателями сигна- 
линга, главным представителем которого является белок Ras. Каж­
дая клетка организма содержит минимум 3 близко-родственных, 
но различных белка Ras-ссмейства. Активирующие онкогенные 
мутации в генах Ras-белков проявляются в конститутивном сигна- 
линге (стабильной непрерывной передаче митогенного сигнала), 
неконтролируемой пролиферации и ингибиции апоптоза. Такие 
мутации в генах Ras присутствуют в 30% опухолей человека: мута­
ции Ki-Ras часто встречаются в колоректальных, панкреатических 
карциномах и в немелкоклеточных карциномах легкого, Н а-Ras -  
в карциномах мочевого пузыря, почки и щитовидной железы, N- 
Ras -  в гспатоклеточной карциноме, меланоме и гематологических 
опухолях.

Белки суперсемейства Ras регулируют митогенный сигналинг 
(белки Ras-ссмейства), организацию цитоскелета (белки Rho и Rac), 
ядерные функции (Ran), мембранный и белковый транспорт (Rab). 
Семейство Ras включает белки Ha-Ras, Ki-Ras, N -Ras и R-Ras/TC2l, 
которые обладают трансформирующей активностью, так как уча­
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ствуют в трансдукции множества сигналов от рецепторов ростовых 
факторов (таких как PDGF -  platelet-derived growth factor, EGF -  
epidermal growth factor и FGF — fibroblast growth factor) и интсгри- 
нов. Связываясь с лигандом, рецепторы димеризуются и аутофос- 
форилируются по тирозиновым остаткам, что является предпосыл­
кой их активации, привлечения и активации протеинкиназ, таких 
как тирозинкиназы Src и FAK. (focal adhesion kinase). Эти киназы 
способны запускать в клетке множество биохимических ответов, в 
том числе активацию Ras-белков и стимуляцию Ras-зависимых пу­
тей СТ. Адапторные молекулы GRB2 и SHC, соединяясь с фосфо- 
рилированными тирозинами в молекуле рецептора, активируются 
и связываются с полипролиновыми последовательностями белка 
SOS. Активированный белок SOS (son-of-sevenless — акроним его 
гомолога, обнаруженного у дрозофилы), который является факто­
ром нуклеотидного обмена, облегчает освобождение белка Ras от 
ГДФ и стабилизирует его в свободном от связи с ГДФ состоянии. 
Сразу после этого Ras быстро ассоциируется с ГТФ, так как кон­
центрация последнего в клетках 10-кратно превышает концентра­
цию ГДФ. В таком ГТФ-связанном состоянии Ras может взаимо­
д е й с тв о в ать  со сп ец и ф и ч ески м и  эф ф скторны м и белками, 
опосредующими следующие этапы СТ, в том числе протеинкина- 
зами Raf и МЕК (MAP-kinase/ERK-kinase), которые инициируют 
активацию MAP(mitogen-activated protein)- и SAPK(stress-activated 
protein kinase)-KHna3Hbix каскадов, с фосфоинозитидкнназой Р13К 
(phosphoinositide З’-hydroxykinase) и нейрофибромином — продук­
том гена N F-I (neurofibromatosis type 1), также проявляющим GAP- 
подобную активность. (Следует отметить, что каждый из этих эф- 
фекторных белков непосредственно связывается с Ras в составе 
мультипротеиновых комплексов, но может быть активирован и без 
участия Ras-семейства, например, прямым взаимодействием с кле­
точно-поверхностными рецепторами.)

Таким образом, трансдукция митогенного сигнала в ядро через 
Ras-зависимые сигнальные пути происходит при условии соедине­
ния Ras с ГТФ. ГДФ-связаниые Ras-белки биологически нейтраль­
ны. В своем нормальном физиологическом состоянии Ras расщеп­
ляет ГТФ до ГДФ посредством присущей ему, как и всем G -белкам, 
ГТФазной активности. Анализ функции белка Ras привел к откры­
тию белка GAP (GTPase activating protein), который стимулирует 
гидролиз ГТФ и таким образом действует как ингибитор Ras-сиг- 
налинга. Белок GAP усиливает способность Ras расщеплять ГТФ 
более чем в 10 000 раз. Протеинкиназа С активирует Ras-путь инак-
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тивацией GAP -  негативного регулятора белка Ras. Инактивация 
GAP стимулирует Ras, что проявляется в усилении А Р -1-связыва­
ющей активности. АР-1 (activator protein 1) может затем стимули­
ровать экспрессию цитокинов, в том числе IL-3.

Практически все мутации гена Ras, которые обнаруживаются в 
хтокачественных опухолях человека, лишают белок ГТФазной ак­
тивности и приводят к его конститутивной активации, так как 
Ras остается в ГТФ-связанном состоянии, что придает гену Ras 
онкогенный потенциал. Такие же последствия имеют мутации гена 
GAP. Клеточная трансформация, индуцированная конститутивно 
активированными Ras-белками, сопровождается усилением син­
теза ДНК через «классический» MAP-киназный каскад СТ и из­
менениями клеточной морфологии, которые не зависят от МАР- 
киназного пути.

Претерпевая С-терминальную липидную модификацию и при­
крепляясь к внутренней поверхности плазматической мембраны, 
белок Ras активируется конверсией соединенного с ним ГДФ в 
ГТФ, катализируемой факторами обмена ГД Ф /ГТ Ф . Уровень 
R a s * n ^  повышается при активации многих типов рецепторов. 
Таким фактором является белок SOS, который конститутивно ас­
социирован через свой $НЗ-домен с адапторным SH2/SH3-oxaep- 
жащим белком GRB2. Комплекс GRB2/SOS привлекается к акти­
вированной рецепторной РТК при связывании Sl-12-домена белка 
GRB2 с аугофосфорилированным тирозином в соответствующем 
аминокислотном контексте, при этом каталитический домен бел­
ка SOS приводится в непосредственную близость с белком Ras на 
плазматической мембране и стимулирует конверсию ГДФ в ГТФ. 
Однажды активированный Ras*rTO взаимодействует с серией эф- 
фекторных белков (включая Raf и PI3K), которые инициируют 
дальнейшую передачу сигнала.

Другие малые G-белки, которые активируются рецептор-инду- 
цированным обменом ГТФ, тоже функционируют как «переклю­
чатели» сигнала. Например, G -белки Rho-семейства (Rho, Rac и 
Cdc42) индуцируют различные сигнальные пути, которые приво­
дят к генной экспрессии, и, что, возможно, не менее важно для 
сигнальной трансдукции, обусловливают перестройки в актино- 
вом цитоскелете.

Ras был первым сигнальным белком, чья функция была показа­
на как эволюционно консервативная от дрожжей до позвоночных, 
а сигнальный путь «рецепторная PTK/Ras/MAPK» оказался пред­
вестником открытия многих высококонсервативных сигнальных
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путей, сохраняющихся через всю эволюционную вертикаль эука­
риотического царства.

2.4.2. Путь сигнальной трансдукции Ras/Raf/MEK/ERK

MAP-киназный каскад является основным высококонсерватив­
ным модулем СТ, который активируется в ответ на многие росто­
вые факторы, и одним из наиболее изученных путей трансмиссии 
митогенных и антиапоптозных сигналов от мембранных рецепто­
ров к транскрипционным факторам. В частности, ген Ras повсеме­
стно экспрессируется и часто мутирует в опухолях человека, поэто­
му он был одним из первых онкогенов, идентифицированных как 
мишень химиотерапии. Данный ген кодирует малый мономерный 
белок, который в ГТФ-связанной форме взаимодействует со своей 
мишенью — белком из Raf-семейства (рис. 2.4). В 25% опухолей 
человека (карциномах толстой кишки, поджелудочной железы, лег­
кого, щитовидной железы, при лимфо- и миелопролиферативных 
заболеваниях и др.) белок Ras присутствует в структурно изменен­
ной форме, которая превращает его в непрерывный митогенный

Рис. 2.4. Альтернативные Ras-пуги СТ.
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сигнал без стимуляции регуляторами, находящимися «выше по те­
чению» сигнального каскада. По всей видимости, ростовые сиг­
нальные пути дерегулированы во всех опухолях человека и осталь­
ные 75% опухолей несут дефекты в других компонентах этих путей, 
образующие фенокопии Ras-активации.

Семейство Ras включает 3 родственных гена: Ha-Ras, Ki-Ras и 
N-Ras. Повреждение этих генов наблюдается приблизительно у 
половины пациентов со злокачественными опухолями, обычно это 
точечные мутации в высококонсервативных кодонах: в 12-м кодо­
не (Ha-Ras), в 12-м или 13-м (Ki-Ras) и в 61-м кодоне (Ha-Ras, N- 
Ras), которые превращают Ras-протеины в конститутивно актив­
ные. Дерегулированная экспрессия и конститутивная активация, а 
также мутантные формы Ras наблюдаются в опухолях молочной 
железы, мочевого пузыря, почки, пищевода, печени, легкого и кро­
ветворной ткани.

Активированный Ras передает митогенный сигнал на белки Raf- 
семейства, состоящего из трех серин/треонинкиназ Raf-1, A-Raf и 
B-Raf. Большинство исследований функции Raf выполнено на Raf-1, 
так как он экспрессируется во всех изученных тканях. Однако, по­
скольку некоторые лишенные Raf мутанты легальны, ясно, что эти 
3 белка имеют уникальные, неперекрывающиеся функции, не полно­
стью компенсирующие одна другую. В отношении фосфорилирова­
ния субстрата -  белка МЕК1 (MAP-kinase/ERK-kinase 1) A-Raf менее 
активен, чем Raf-1 и B-Raf, в 10 и 500 раз соответственно.

Активация Raf-1 имеет место в индуцированной ростовыми фак­
торами пролиферации гемопоэтических клеток. Неактивный Raf-1 
присутствует в цитозоле в связанном с бслком-шапероном 14-3-3 
виде. Ras вытесняет белок 14-3-3 из комплекса с Raf-1 и открывает 
его киназный домен, позволяя протеинкиназе c-Src фосфорилиро- 
ватьдва регуляторных тирозина (340 и 341) в молекуле Raf-1. Уда­
ление белка 14-3-3 позволяет также дсфосфорилировать два регу­
ляторных серина (621 и 259) киназы Raf-1. Все эти модификации 
активируют Raf-1. Некоторые изоформы протеинкиназы С могут 
активировать Raf-1 непосредственно или стимулировать аутокрин- 
ные ростовые факторы, которые в свою очередь активируют Raf-1. 
При условии фосфорилирования Raf-1 по тирозинам 340 и 341 воз­
можна перекрестная передача сигнала между сигнальными путями 
JAK/STAT и Ras/Raf.

Удаление аминотерминальных регуляторных доменов связывания 
с Ras у всех 3 белков Raf проявляется в конститутивной активации 
этих онкобелков, которые приобретают способность трансформиро­
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вать фибробласты и отменять цитокиновую зависимость некоторых 
гемопоэтических клеток. Фосфорилирование тирозинов 340 и 341 
является важнейшим этапом этого процесса. Мутации этих амино­
кислотных остатков в аспартат, имеющий конформационное сход­
ство с фосфорилированным тирозином, превращают Raf-1 в посто­
янно активную онкогенную структуру. Замена этих тирозинов 
фенилаланином превращает Raf-1 в белок, неспособный трансфор­
мировать клетки.

Некоторые Raf-белки могут промотировать остановку клеточно­
го цикла. Высокий уровень B-Raf и Raf-1 индуцирует экспрессию 
белка p21CIPI (Cdk-interacting protein), который ингибирует прогрес­
сию клеточного цикла. B-Raf наименее эффективен из Raf-онко- 
протеинов в отмене цитокиновой зависимости гемопоэтических кле­
ток человека. Это может быть отражением усиленной способности 
B-Raf индуцировать экспрессию ингибиторов пролиферации. Су­
ществует специфическое взаимодействие между членами семейств 
Raf и 14-3-3, которое может модулировать активность белков Raf и 
регулировать их способность прямо или косвенно фосфорилиро- 
вать проапоптозный белок Bad.

Дерегулированная экспрессия и конститутивная активация, а 
также мутантные формы Raf наблюдаются в опухолях молочной 
железы, мочевого пузыря, почки, пищевода, печени, легкого и кро­
ветворной ткани. Механизмы, ответственные за конститутивную 
экспрессию активированного Raf, включают точечные мутации, 
делении, генные реаранжировки и амплификацию. Встречаются 
также мутации (замены лизина в АТФ-связывающем сайте катали­
тического домена), которые являются доминантно-негативными и 
лишают Raf-1 каталитической активности. Такие мутации ингиби­
руют Ras-индуцированную трансформацию, хотя Ha-Ras может в 
клетках некоторых типов проводить сигнал, минуя Raf.

В митоген-активированном каскаде Ras/Raf/MEK/ERK серин/ 
треонинкиназа Raf, непосредственный эффектор онкобелка Ras, 
активируется связыванием с ним на цитоплазматической мембра­
не, фосфорилирует и активирует фермент с двойной специфично­
стью серин/треонин- и тирозинкиназу МЕК1 (MAP-kinase/ERK- 
kinase 1), которая в свою очередь активирует MAP-киназы ERK1 и 
ERK2 (р42 и р44). Аминотерминальный домен молекулы содержит 
негативный регуляторный элемент, деления которого конститутив­
но активирует протеинкиназу. Каталитический домен локализован 
в карбокситерминалыюй части белка. Raf-1-активация белка МЕК1 
заключается в фосфорилировании сериновых остатков 218 и 222.
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Замещение любого из них аспарагином или глутамином повышает 
активность МЕЮ в 10 и 50 раз соответственно, а замена обоих -  в 
400-6000 раз. Трансфекция фибробластов такими мутантными фор­
мами МЕК1 приводит к конститутивной активации ERK1/2. Кон­
ститутивная активация протеинкиназы МЕК1, как и Raf, ассоции­
руется с разнообразными опухолями, включая карциномы печени, 
почки, предстательной и молочной желез, плоскоклеточные кар­
циномы, острый и хронический миелолейкоз. Кроме того, консти­
тутивная активация дистальных членов этого пути способствует 
инвазии, ангиогенезу, метастазированию, радио- и химиорезистент­
ности.

Белок МЕК1 имеет партнера -  неферментативный поддержива­
ющий белок МР1, который служит якорем для МЕК1 и его суб­
страта ERK1 и облегчает активацию обоих. МР1 функционирует 
как адаптер, который усиливает эффективность Ras/Raf/MEK/ERK- 
каскада.

Активированная ERK затем фосфорилирует ряд белковых суб­
стратов, в том числе транскрипционных факторов, которые вызы­
вают повышение транскрипции среднеранних генов клеточного 
ответа на митогенный сигнал, может входить в ядро, где фосфори­
лирует несколько ключевых регуляторных белков, например, ELK1 
и p90Rsk (рис. 2.4). Регуляторная фосфатаза МКР-1 (mitogen activated 
protein kinase phosphatase 1), которая активируется митогенными 
сигналами и уровнем кальция, выключает активированную сигналь­
ную киназу ERK по механизму негативной обратной связи и инги­
бирует ERK-стимулированный синтез ДНК. Потеря этой контро­
лирующей активности также ассоциируется с неоплазиями.

Конечный этап трансмиссии сигнала по альтернативным Ras-ny- 
тям СТ -  активация транскрипционных факторов в ядре, в том чис­
ле c-Jun и c-Fos. c-Jun и c-Fos соединяются в гетеродимер АР-1 
(activator protein 1), который связывается с элементами, содержа­
щимися в промоторах многих цитокин-зависимых среднеранних 
генов, управляющих вхождением в митоз. Одновременно активи­
руются путем фосфорилирования факторы TAR и ATF3, которые в 
комплексе с c-Jun участвуют в промоции пролиферации. Удаление 
ростовых факторов приводит к формированию комплекса JunD/ 
ATF2, который действует как репрессор этого ответа.

Существуют параллельные элементы MAP-киназного каскада, 
такие как SAPK-киназный путь (stress-activated protein kinase), ко­
торый активируется в ответ на различные клеточные стрессы, уль­
трафиолетовое облучение и повышение температуры, и р38-зави-
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симый путь, который активируется как элемент воспалительного 
ответа моноцитов и клеток других типов. Конститутивная актива­
ция любого члена этого киназного каскада выводит из-под репрес­
сивного контроля синтез ДНК, пролиферацию и вызывает клеточ­
ную трансформацию.

Преходящий характер митогенной активации подразумевает су­
ществование механизма негативной регуляции, роль которого иг­
рает дезактивирующее дефосфорилирование сигнальных белков. 
Например, дефосфорилирование фактора гуанин-нуклеотидного 
обмена белка SOS подавляет активность Ras и всего МАР-киназно- 
го каскада.

Интеграция разнообразных экстраклеточных сигналов в унифи­
цированный клеточный ответ осуществляется благодаря относитель­
ной субстратной специфичности активированных протеинкиназ и 
фосфатаз. Белки MAP-каскада ERK, SAPK и р38 содержат различ­
ные сайты фосфорилирования, хотя могут быть активированы од­
ними и теми же киназами. Дополнительная специфичность возни­
кает из того обстоятельства, что многочисленные изозимы каждого 
компонента этого сигнального пути различаются тканеспецифич­
ной экспрессией. При этом возможна и нередко происходит пере­
крестная передача информации между различными МАР-киназны- 
ми путями, например, SAPK фосфорилирует белок ELK-1, который 
является также субстратом для ERK-киназ. Таким образом, модуль­
ные киназные каскады с определенными позитивными и негатив­
ными регуляторными взаимодействиями обеспечивают тонкий кон­
троль основных клеточных функций.

2.4.3. Ядерная транслокация транскрипционных факторов

NF-кВ (nuclear factor kappa В) -  пример цитоплазматического 
латентного транскрипционного фактора. Он удерживается в ци­
топлазме через связывание с ингибиторным белком 1кВ. Активиру­
ющие молекулы индуцируют фосфорилирование 1кВ и его убикви- 
тин-опосредованную протеосомную деградацию, освобождая тем 
самым NF-tcB и позволяя ему мигрировать в ядро. К этому типу 
регуляторных механизмов относится и система JAK/STAT, в кото­
рой связывание лиганда с цитокиновым рецептором активирует 
ассоциированную с ним протеинтирозинкиназу семейства JAK-ки- 
наз. JAK-киназа фосфорилирует специфические транскрипцион­
ные факторы STAT, которые после этого димеризуются, мигриру­
ют в ядро и активируют транскрипцию генов-мишеней.
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Активация пути Wnt/Frizzled, которая проявляется транслокацией 
в ядро комплекса р-катенин/LEFl, и активация рецепторов фактора 
TGFp, которая приводит к фосфорилированию и транслокации в ядро 
рецептор-специфичных транскрипционных факторов Smad, также 
иллюстрируют последний этап СТ, который заключается в измене­
нии генной экспрессии под действием активированных транскрип­
ционных факторов.

Ядерные рецепторы. Жирорастворимые лиганды, такие как ретиное­
вая кислота, эстроген и друше гормоны, могут проходить через плазма­
тическую мембрану, не используя поверхностные рецепторы, и инду­
цировать клеточные ответы, связывая и активируя цинк-фингерные 
транскрипционные факторы. Эти так называемые ядерные рецепторы 
представляют собой простейший из возможных механизмов ядерного 
сипгалинга, хотя изучение транскрипционных ответов обнаруживает 
удивительно сложный аппарат, в котором рецепторные гетеродимеры, 
не связанные с лигандом, действуют как репрессоры транскрипции в 
результате ассоциации с пгстондезацетилазами, а связывание с лиган­
дом превращает их в активаторы транскрипции в результате диссоциа­
ции пгстондезацетилаз и привлечения гистонацетилаз.

Тиреоидный гормон ТЗ также осуществляет свою биологическую 
активность через взаимодействие со специфическими ядерными ре­
цепторами, которые функционируют как лигандзависимые транскрип­
ционные факторы генов, содержащих промоторные элементы TRE (Т 
response element).

Ядерные рецепторы относятся к наиболее важным медиаторам 
физиолопгческих функций низкомолекулярных гормонов и других 
лигандов и содержат два ключевых структурных элемента, ответствен­
ных за димеризацию: ДН К-связывающий домен (DNA-binding domain, 
DBD) в центральной части молекулы и гормон-связывающий домен 
(ligand-binding domain, LBD) в С-терминальной части. ДНК-связы- 
вающий домен имеет характерную структуру и содержит две цинк- 
фингерные последовательности, посредством которых рецептор свя­
зывается со специфическими последовательностями в промоторах 
определенных генов. Домен LBD, а также N -терминальная часть 
молекулы рецептора участвуют в трансактивирующей функции.

Обычно ядерные рецепторы находятся в цитоплазме или ядре 
клетки в латентном состоянии, поддерживаемом белками теплового 
шока до вступления в контакт с родственными лигандами. Связыва­
ясь с лигандами, эти рецепторы претерпевают структурные измене­
ния, индуцирующие их димеризацию и транслокацию в ядро, где 
лиганд-рецепторный комплекс распознает специфические последо-
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ватсльности ДНК и модулирует транскрипцию соответствующих ге­
нов. Результатом соединения лиганд-рецептор но го комплекса с про- 
моторными элементами гена может быть активация или репрессия 
транскрипции, но некоторые из них проявляют двойную функцио­
нальную специфичность, так как один и тот же лиганд-рецепторный 
комплекс стимулирует транскрипцию одних генов и репрессирует 
транскрипцию других в одной и той же клетке или в разных клетках.

Классические рецепторы стероидных гормонов (эстрогена, про­
гестерона, андрогенов и глюкокортикоидов) формируют при связы­
вании с лигандом гомодимеры. Ядерные рецепторы из группы так 
называемых сиротских рецепторов (orphan receptors) могут связы­
ваться с ДНК и как димеры, и как мономеры. В отличие от стероид­
ных рецепторов они способны связывать химически более разнооб­
разные лиганды, но для многих из них лиганды не установлены. 
В некоторых случаях это обусловлено тем, что они не имеют специ­
фичного лиганда. Первым в этой группе был идентифицирован ре­
тиноевый рецептор RXR, лигандом которого оказалась 9-цис-рети- 
ноевая кислота. Он может формировать гетеродимеры с рядом других 
рецепторов, включая рецепторы витамина D3, тиреоидных гормо­
нов, RAR (all-trans-retinoic acid receptor) и др.

Клеточный ответ на ядерный лиганд-рецепторный комплекс оп­
ределяется уровнем экспрессии рецептора в ткани-мишени, а также 
множеством факторов, влияющих на связывание с ДНК. Оптималь­
ное специфичное связывание ядерных рецепторов с ДНК зависит от 
наличия в молекуле двух копий их кбровых мотивов (DBD и LBD), 
распознающих гексануклеотидные последовательности, называемые 
гормон-зависимыми элементами (hormone response element). На ак­
тивность связывания влияют также присутствие и ориентация в гене- 
мишени других типов последовательностей ДНК, например, пря­
мых повторов, палиндромов и соединений между этими элементами. 
Биологическая активность ядерных рецепторов модулируется их спо­
собностью формировать гомо- или гетеродимеры. Например, хотя 
гомодимерный RAR обнаружен в клетках, с ДНК связывается пре­
имущественно гетеродимер RAR/RXR.

2.5. ЦИТОКИН-ИНДУЦИРОВАННАЯ 
СИГНАЛЬНАЯ ТРАНСДУКЦИЯ

Цитокины стимулируют прогрессию клеточного цикла, проли­
ферацию, дифференцировку, а также ингибируют апоптоз гемопо-
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этических клеток. Такие цитокины, как IL-3, GM -CSF, SCF (stem 
cell factor) или c-kit-L (фактор роста макрофагов, лиганд рецептора 
c-kit), Flt-L (лиганд рецепторов flt2 и 3), ЕРО (эритропоэтин) и др., 
влияют на рост и дифференцировку ранних гемопоэтических пред­
шественников в клетки миелоидного, лимфоидного и эритроидно- 
го ростков (табл. 1). Наиболее изучено рост-промотирующее дей­
ствие IL-3. Механизмы действия цитокинов на клеточный рост, 
сигнальную трансдукцию и апоптоз изучали в основном на IL-3- 
зависимых клеточных линиях. Некоторые другие цитокины (GM- 
CSF и IL-5) осуществляют свои эффекты сходными механизмами.

Рецепторы цитокинов (IL-3, GM-CSF, IFN), не имеющие внут­
риклеточной тирозинкиназной активности, передают свои регуля­
торные сигналы через рецептор-ассоциированное семейство JAK- 
тирозинкиназ. Эти киназы активируют транскрипционные факторы 
STAT. которые транслоцируются в ядро и модулируют там генную 
экспрессию. Цитокиновые рецепторы с цитоплазматической тиро­
зинкиназной активностью (в частности, c-kit — рецептор SCF) транс- 
дуцируют свои сигналы независимо от серин/треонинкиназного 
каскада. Сигнальные пути обоих типов максимально эффективно 
работают тогда, когда тирозин киназные каскады включают в себя 
серин/треонинфосфорилиро ванне.

Общий сигнальный каскад, начинающийся от цитокиновых ре­
цепторов, -  это Ras/Raf/MEK/ERK(MAPK). Фосфорилирование и 
активация киназ и транскрипционных факторов «ниже по тече­
нию» (таких как р90^к, CREB, ELK и Egrl), т.е. выбор пути даль­
нейшей передачи сигнала, зависит от клеточного контекста.

Рецепторы типа c-kit с тирозинкиназной активностью привле­
кают сигнальные молекулы, которые связываются с аутофосфори- 
лированными рецепторами или с их тирозинфосфорилированны- 
ми субстратами. Это связывание осуществляется посредством домена 
SH2 (Src homology 2 -  домен белковой молекулы, гомологичный 
фосфотирозинсвязывающему домену Src-киназы).

ERK1 и 2 (extracellular regulated kinase 1 и 2), р38МАРК и PI3K 
активируются мембраносвязанной (но не полноразмерной раство­
римой) формой фактора SCF, экспрессируемой стромальными клет­
ками костного мозга. Пролиферативные и дифференцировочные 
эффекты SCF-стимуляции могут вовлекать тирозин- и серин/трео- 
нинкиназы, например, регуляторную субъединицу PI3K р85.

РКВ-киназа -  член мультигенного семейства, как и PI3K. Все 
члены семейства содержат домен PH (pleckstrin homology) и ката­
литический домен. Активация РКВ-киназы происходит в два эта-
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Таблица 1. Цитокины и их функции

С им вол Полное наим енование Ф ункция или клетки-миш ени
EGF Epidermal growth factor Ростовой фактор многих типов клеток
Еро Erythropoietin Эритроидные клетки
Flt2/flt3-L Лиганд рецептора flt2/flt3 Ранние предшественники 

гемопоэтических клеток
G-CSF Granulocyte-colony 

stimulating factor
Клетки-предшественники 
гранулоцитов и макрофагов

GM -CSF Granulocytc/macrophagc- 
colony stimulating factor

Ранние клстки-предшсствснники 
мислондного ростка, нейтрофильных 
гранулоцитов, моноцитов-макрофагов, 
эозинофилов; способен активировать 
макрофагы

gp l3 0 Glicoprotein 130 Рецепторный белок сигнальной 
трансдукции, общий для IL-6, LIF, 
опсоМ и других цитокинов

IL-3 Interleukin 3 Ранние предшественники 
миелондного и лимфоидного ростков

IL-3R Рецептор для IL-3 Присутствует на многих ранних 
клетках-предшественниках

IL-4 Interleukin 4 В- и М-клстки, некоторые Т-клстки
IL-5 Interleukin 5 В-клетки, эозинофнлы
LIF Leukemia inhibitory factor Влияет на клетки многих типов, 

ингибирует пролиферацию 
опухолевых клеточных линий, имеет 
гомологию с опсоМ

M -CSF M acrophage-colony 
stimulating factor

Предшественники гранулоцитов и 
макрофагов, его рецептор -  продукт 
онкогена c-fms

oncoM Oncostatin M Влияет на клетки многих типов, 
ингибирует пролиферацию 
опухолевых клеточных линий, 
индуцируется через путь СТ 
JAK/STAT

SCF Stem cell factor, также 
известный как c-kit-L 
(лиганд рецептора c-kit)

Стимулирует пролиферацию ранних 
предшественников гемопоэтических 
клеток всех ростков, его рецептор -  
продукт онкогена c-kit

TGF-P Transforming growth factor- 
beta

Ингибирует клеточную пролиферацию 
во многих тканях

TPO Thrombopoielin Фактор роста и дифференцировки 
мегакариоцнтов, его рецептор -  
продукт онкогена c-mpl
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па: 1) фосфорилирование серина-473 и треонина-308; 2) прикреп­
ление к клеточной мембране N-терминального конца РН-домена. 
Два события фосфорилирования, осуществляемые двумя разными 
киназами -  PDK1 и PDK2 (PtdIns(3,4)P2(3,4,5)P3-dependent kinase), 
могут происходить порознь или вместе (достигая в последнем слу­
чае максимальной активности РКВ) и являются, по всей видимос­
ти, результатом различных физиологических ситуаций.

Относительно простая модель цитокиновой сигнальной трансдук- 
ции включает в себя активацию JAK-киназы лиганд-индуцирован- 
ной олигомеризацией. Многие цитокиновые рецепторы (IL-2R, IL- 
3R, IL-5R, Epo-R, GM-CSFR и др.) используют эту базовую модель. 
На рис. 2.1 представлены пути, индуцируемые IL-3. Рецептор IL-3 
(IL-3R) состоит из а -  и [3-цепей, в активации сигнальной трансдук- 
ции участвует [3-цепь, привлекая необходимые киназы. При связы­
вании IL-3 с IL -3R a- и [3-цепи рецептора гетеродимеризуются, и 
цельный рецептор олигомеризуется с тирозинкиназами JAK-семей- 
ства: JAK1, 2, 3 и Tyk2. JAK2 является молекулой, ответственной за 
некоторые непосредственные ответы на IL-3-стимуляцию и необхо­
димой для митогенеза. Непосредственным ответом клеток на IL-3- 
активацию становится фосфорилирование по тирозину белков JAK 
и STAT и активация белков Ras, Raf, МЕК и МАРК. МАРК (МАР 
kinase, mitogen-activated protein kinase) -  общее название группы се­
ри н/треон и н киназ- ERK1/2, р38 и JNK/SAPK (Jun N-terminal kinase/ 
stress-activated protein kinase). Дальнейшая трансдукция сигнала в ядро 
приводит к транскрипционной индукции онкогенов с-Мус и c-Fos.

JAK-киназы существенны, хотя и необязательны для активации 
тирозинкиназ STAT такими рецепторами, как c-kit, flt2/3 и M-CSFR 
(c-Fms), но совершенно необходимы для их активации нстирозин- 
кииазными рецепторами, такими как IL-3R. Фосфорилирование 
STAT-киназ по тирозину приводит к их активации. Фосфорилиро- 
ваппые киназой JAK2 белки STAT димеризуются, транспонируются 
в ядро и действуют там как транскрипционные факторы, связываясь 
с регуляторными сайтами в промоторных районах среднеранних 
генов митогенного ответа. Транслокация STAT в ядро усиливается 
треонинфосфорилированисм в результате активации сигнального кас­
када Raf/MEK/ERK. Конститутивная активация членов JAK-STAT- 
nyiи ассоциируется с Т-клсточным ОЛЛ, но встречается и в других 
опухолях, а мутации JAK-киназ наблюдаются у некоторых пациен­
тов с иммунодефицитом.

Чтобы определить биологическую функцию различных JAK-бсл- 
ков, создали JAK-дсфииитныс генетические линии мышей. JAK1-
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дефицитные мыши погибали вскоре после рождения вследствие 
неспособности клеток отвечать на ряд цитокинов (IFN-y, IL-2, 4, 
6, 9, 11, 13, 15, LIF). М К2-дефинит -  эмбриональная деталь, обус­
ловленная отсутствием эритропоэза вследствие неспособности от­
вечать на IL-3, GM-CSF, IFN-y, ЕРО и ТРО. МКЗ-дефицит прояв­
ляется в отсутствии ответа на IL-2, IL-4, IL-7, усилении Т-клсточного 
апоптоза, а дифференцировка В-клеток блокируется у МКЗ-дефи- 
цитных особей на пре-В-клеточной стадии. Аналогично были изу­
чены функции белков STAT:

s  отсутствие STAT1 приводит к иммунодефициту вследствие 
неспособности клеток отвечать на IF N -a  и -у,

S  отсутствие STAT3 летально на эмбриональной стадии вслед­
ствие неспособности клеток отвечать на GM-CSF, IL-6 и 
EGF;

S  отсутствие STAT4 является причиной дефекта ответа на IL- 
12, который опосредует дифференнировку Т-хелпсров (либо 
T h l, либо Th2);

s  отсутствие STAT5 замедляет рост лимфоидных клеток и реду­
цирует экспрессию Cis и Вс12-подобного белка А1;

s  отсутствие STAT6 обусловливает сниженный клеточный от­
вет на IL-4 и IL-13, гиперреактивность на дыхательные ал­
лергены, сниженную экспрессию антигенов HLA класса II, 
повышенную экспрессию p27KIPl.

Таким образом, правильно функционирующий сигнальный путь 
JAK-STAT обязателен для развития иммунного ответа, днфферсн- 
цировки лимфоцитов и эритроцитов.

Кроме JAK-STAT-пути сигнальной трансдукции, существуют и 
другие пути передачи регуляторных сигналов от IL-3R в гемопоэ­
тических клетках. В результате стимуляции IL-3 адапторная моле­
кула SHC быстро фосфорилируется и ассоциируется с фосфорили- 
рованной (3-цепью IL-3R . Ф осф орилированны й белок SHC 
связывается с другим адапторным белком, GRB2 (growth factor bound 
protein 2), который в свою очередь ассоциируется с белком mSOS 
(mammalian son of sevenless homologue) — фактором обмена GTP и 
активирует Ras. IL-3-стммуляния проявляется также в фосфорили­
ровании белка SHIP (SH2 containing inositol phosphatase), который 
формирует комплекс с киназами SHC, GRB и SOS.

Белок VAV, участвующий в обмене гуанина, — еще одна сиг­
нальная молекула, активируемая стимуляцией цитокинами IL-3/ 
G M -CSF. VAV фосфорилируется и активируется ЗАК2-киназой. 
Фосфорилирование VAV активирует каскад сигнальной трансдук-
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ции через PJ3K. Протеинкиназа С также может активировать белок 
VAV, что приводит к активации Ras/Raf-сигналиига.

IL-3-стимуляция миелоидмых клеток быстро активирует PI3K и 
стимулирует фосфорилирование адапторного белка р80, который 
ассоциирован с p-цепью рецептора и с р85. Р85р,зк фосфорилиру- 
ется и активирует р110Р13к, который в свою очередь активирует 
p70S6K, протеинкиназу PKB/Akt и NF-кВ. Активированная Akt фос- 
форилирует проапоптозный белок Bad и тем самым осуществляет 
антиапоптозное действие IL-3. NF-кВ в зависимости от обстоя­
тельств может промотировать рост и предотвращать апоптоз.

2.6. ИНТЕРФЕРОН- И РЕТИ Н О ИД-И НДУЦИ Б Е Л  Ь НАЛ 
СИГНАЛЬНАЯ ТРАНСДУКЦИЯ

Ретиноевая кислота (retinoic acid, RA) и интерфероны (IFN -a, -р 
и -у) обладают синергической антипролиферативной, антиангиоген- 
ной, дифференцирующей и антивирусной активностью в различных 
клеточных системах, включая происходящие из гематологических и 
солидных опухолей человека. Хотя интерфероны сами по себе не 
индуцируют дифференцировку, их комбинация с RA потенцирует 
клеточную дифференцировку, индуцированную ретиноидами. Это 
может объясняться взаимообменом сигналами между RA- и IFN- 
индуцируемыми путями сигнальной трансдукции. Выяснение того, 
как RA усиливает I FN-индуцированную биологическую активность, 
будет способствовать поиску новых подходов к терапии рака.

Интерфероны и RA известны как ингибиторы клеточной проли­
ферации, усиливающие действие друг друга in vitro и in vivo. Ком­
бинированные RA-IFN эффекты коррелируют с повышенным уров­
нем экспрессии многих IFN-индуцибельных генов. RA усиливает 
экспрессию транскрипционных факторов, играющих центральную 
роль в механизмах действия IFN: сигнального трансдуктора и ак­
тиватора транскрипции STAT1 и фактора IRF1 (interferon regulatory 
factor 1). Дополнительные механизмы, вовлекающие RA, — индук­
ция и секреция IFN-a. Этот интерферон участвует в ингибиции 
клеточного роста и облегчает RA-индуцированную клеточную диф­
ференцировку. В результате этих событий RA усиливает IFN -инду­
цированную активацию STAT. Кроме STAT1 и IRF1, интерферон и 
RA также ко-регулируют белок p21WAF/c,pl. В промоторе гена р21 
идентифицирован функциональный элемент RARE, необходимый 
для RA-индукции через рецепторный гетеродимер RAR/RXR. По-

I
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з и т и в н а я  р егул я ц и я  р21 интерфероном и ретиноевой кислотой -  
е щ е  о д и н  п р я м о й  м ехан и зм , которым эти агенты действуют синер­
г и ч е с к и  н а  тр ан ск р и п ц и он н ом  уровне, ингибируя рост и индуци­
р уя  к л е т о ч н у ю  ди ф ф срсн ц и р ов к у (рис. 2.5).

И нт ерф ероны  — группа мультифункциональных цитокинов, ко­
т о р ы е  р е гу л и р у ю т  им м унны й и противоопухолевый ответы через 
э к с п р е с с и ю  I F N -и н д у ц и б ел ь н ы х  генов. Интерфероны человека 
к л а с с и ф и ц и р у ю т с я  как кислотоустойчивые 1FN типа 1 (а, (5 и со) и 
к и с л о т о л а б и л ь н ы е  1FN  типа 2 (у) на основании их антигенных 
с в о й с т в . I F N - а и  -со продуцируются лейкоцитами, I F N -p -  фибро­
б л а с т а м и , I F N -y  — Т -лим ф оцитам и и N K -клетками в ответ па мито- 
ген ы  и  в и р у сн ы е антигены . IF N -a /p  и IFN-y после взаимодействия 
с о  с п е ц и ф и ч е с к и м и  рецепторами клеточной поверхности активиру­
ю т р а з л и ч н ы е  сигнальны е каскады, приводящие к транскрипции 
о п р е д е л е н н ы х  групп генов, опосредующ их биологические эффекты 
э т и х  ц и т о к и н о в . П ромоторы  IF N -a /p -индуцибельных генов харак­
т е р и зу ю т с я  н али ч и ем  консенсусны х элементов ISRE (IFN-stimulated 
resp o n se  e le m e n t) , а промоторы  IF N -у-и ндуцибельных генов -  эле­
м е н т ы  G A S  (IF N -y -a ctiv a ted  site). Связывание интерферонов обоих

Экзогенный

Рис. 2.5. У силение  I FN -индуцированных биологических эффектов ретиноевой кис­
лотой.
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типов прояапяется в дифференциальной активации семейства латен­
тных цитоплазматических факторов STAT, которые действуют на раз­
личные цис-активируемые элементы ДНК. Взаимодействие IFN типа 
1/рецептор сопровождается олигомеризацией рецепторных цепей, при 
этом IFN-a-связанный IFN-aR2 ассоциируется с IFN -aR l. Эго взаи­
модействие запускает каскад тирозинфосфорилирования (рис. 2.6, см. 
вклейку).

Фосфорилирование STAT1, STAT2 и STAT3 киназами JAK1 и Тук2 
ведет к образованию гомо- и гетеродимеров через взаимодействие 
доменов SH2. Фактор ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3) формиру­
ется из STAT1 и STAT2 (STAT1:2) в ассоциации с ДНК-связываю- 
шим белком р48, членом семейства IRF. Фактор ISGF3 и STAT1- 
гомодимерный комплекс связываются с промоторными элементами 
ISRE, а гомо- и гетеродимеры STAT1 и STAT3 (STATlrl, STAT3:3 и 
STAT1:3) -  с элементами GAS, регулируя экспрессию различных 
IFN-индуцибельных генов.

Для IFN-y-сигналинга требуется обязательное участие 5 белков; 
это интегральные мембранные рецепторные белки IFNGR1 и IFNGR2, 
киназы JAK1 и JAK2, транскрипционный фактор STAT1. Функцио­
нально активный IFN-y представляет собой гомодимер, который свя­
зывается с двумя субъединицами IFNGR1, создавая тем самым сайты 
связывания с двумя субъединицами IFNGR2. Активированные этим 
комплексом киназы JAK1 и JAK2 фосфорилируют STAT1 с последу­
ющей! его гомодимеризацией и связыванием с элементами GAS. IFN- 
иидуцибельный по причине наличия в его промоторе элемента GAS 
транскрипционный фактор IRF-1 способен связываться с ISRE, про­
моторными элементами IFN-a/p-индуцибельных генов, непосредствен­
но активируя их. Этот механизм объясняет перекрывающиеся или 
синсртческие эффекты разных интерферонов.

Транскрипционные факторы IRF-1 и 2 (interferon regulatory factor). 
IRF-1 -  транскрипционный активатор IFN-а и  -у индуцируется ви­
русной инфекцией, двуцепочечной РНК, IFN I и II и другими цито­
кинами (TNF, IL-1, IL-6, LIF -  leukemia inhibition factor). IRF-2 -  
репрессор IFN-индуцибельных генов. В настоящее время известны 
еще 7 членов семейства IRF: IRF-3, p48/ISGF3y, ICSBP, Pip/ICSAT/ 
IRF-4, IRF-5, IRF-6 и IRF-7. IRF-1-3 и p48 экспрессируются в 
большинстве клеточных типов, ICSBP -  в клетках иммунной сис­
темы, IRF-4 -  только в лимфоидных клетках. Остальные белки слабо 
изучены.

В настоящее время уже известно более 60 IFN-индуцибельных 
белков, но физиологическая роль большинства пока не установле­
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на. Лишь для некоторых из них доказано антипролиферативное и 
антивирусное действие, а именно для двуцепочечной протеинкина- 
зы PKR (protein kinase R -  interferon inducible regulator), 2'5'-олиго- 
аденилатсинтетазы, белков FML (promyelocytic leukemia) и 9-27. 
IFN широко применяются в лечении хтокачественных опухолей и 
вирусных заболеваний. Показана терапевтическая активность IFN-a 
в лечении меланомы, ХМЛ, В- и Т-клеточных лимфом, саркомы 
Капоши, а также хронического гепатита С, а IFN-0 -  в лечении 
рассеянного склероза.

Ретиноиды — группа молекул, производных ретинола (витамина 
А), которые выполняют множество регуляторных функций (инги­
бирование пролиферации и индукция дифференцировки) не толь­
ко в нормальных клетках, но и в опухолях, таких как лейкозы и 
тератокарциномы. Их общим прототипом является естественный 
метаболит ATRA (all-trans retinoic acid). В цитозоле RA может быть 
связана с белками CRABP (cytoplasmic RA binding proteins), кото­
рые регулируют распределение и метаболизм RA. В ядре RA связы­
вается со специфичными ядерными рецепторами и модулирует эк­
спрессию генов, необходимых для выполнения ее биологических 
функций. Описаны два семейства рецепторов RA: RAR (retinoid 
acid receptor) и RXR (retinoid X receptor). Каждое семейство вклю­
чает 3 члена: а, р и у. RA связывается с гетеродимером из рецепто­
ров, принадлежащих к этим двум классам (RAR/RXR), которые 
затем ассоциируются со специфическими элементами ДНК (RARE) 
генов-мишеней и стимулируют их экспрессию. Кроме ATRA, ли­
гандами рецепторов RAR/RXR являются изомеры 13-cis-RA и 9- 
cis-RA, а лигандом гомодимерного рецептора RXR/RXR является 
только 9-cis-RA. Клиническое применение ретинондов имело ре­
альный успех при лечении острого промиелоцитарного лейкоза 
(ОПМЛ), где RA предоставила первый пример дифференцировоч- 
ной терапии. RA может индуцировать полную ремиссию через диф- 
ференцировку бластных клеток. Механизм противоопухолевой ак­
тивности RA заключается в способности модулировать рост, 
дифференцировку и апоптоз нормальных, предраковых и злокаче­
ственных клеток in vitro и in vivo.

Известно, что RA повышает уровень STAT1 и STAT2 в различ­
ных клеточных линиях. Дефект IFN-сигнальной трансдукции в зло­
качественных клетках может быть одной из причин их резистент­
ности к антипролиферативному действию интерферонов. Усиление 
экспрессии STAT1, индуцированное RA, может восстановить чув­
ствительность к интерферонам. В промоторе гена STAT1 обнару­
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жен элемент RARE, а в промоторе гена STAT2 — элемент 1SRE, что 
позволяет предполагать возможность его регуляции фактором 1RF-1 
или IFN-oc.

Обработка клеточных культур опухолевого происхождения ли­
нии NB4 (ОПМЛ) только ретиноевой кислотой не вызывает тиро- 
зинфосфорилирования фактора STAT1, но значительно усиливает 
его активацию в ответ на IFN-a и -у, т. е. повышение внутрикле­
точного уровня STAT1, обусловленное действием RA, на самом деле 
является результатом усиления трансдукции интерфероновых сиг- 
назов. Резистентность клеток Т-лимфомной линии к рост-ингиби- 
рующему действию IFN-a ассоциируется с отсутствием экспрессии 
STAT1 и устраняется предварительной обработкой культуры ЯАпли 
IFN-y.

RA и IFN-a с одинаковой эффективностью стимулируют эксп­
рессию гена IRF-1 в клетках линии NB4 (ОПМЛ). В промоторе 
этого гена, кроме элемента GAS, через который осуществляется 
индукция транскрипции в ответ на RA и IFN, обнаружен сайт свя­
зывания другого транскрипционного фактора -  NF-кВ, через ко­
торый генная экспрессия регулируется фактором TNF. Соответ­
ственно возможна синергическая активация гена IRF1 IFN-уи TNF.

Другой член IRF-семейства, белок р48, также является RA-ин- 
дуцибельным, но механизм его регуляции еще не изучен; не извес­
тно, индуцируется ли он, подобно гену IRF1, на транскрипцион­
ном уровне.

RA индуцирует синтез IFN-a не только в нормальных клетках, но 
и в клеточной линии NB4 (ОПМЛ). RA-индуцированный IFN-a 
ингибирует пролиферацию и облегчает дифференцировку клеток. 
В качестве сильного цитодифференцирующего агента RA применя­
ется в клиническом лечении ОПМЛ (ОМЛ М3 по FAB-классифика- 
ции). ОПМЛ характеризуется остановкой гранулопоэза на стадии 
промиелоцитов. Эта патология ассоциирована с транслокацией 
t(15; 17) и формированием слитных генов PML/RARa и RARa/PML, 
которые транскрипционно активны и кодируют соответствующие 
химерные белки. PML/RARa обнаруживается у всех пациентов с 
ОПМЛ, а RARa/PML -  у большинства. Химерный белок PML/RARa 
содержит функциональные домены обоих исходных белков и явля­
ется молекулярной основой лейкемогенеза. Формируя гетеродиме­
ры с белками PML и RXR, он действует как доминантный ингиби­
тор PML и RXR. В результате страдает гетсродимсризация RXR с 
рецепторами некоторых гормонов (RA, тиреоидный гормон, вита­
мин D3) и происходит остановка клеточной дифференцировки.
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Клетки линии NB4 (ОПМЛ) несут транслокацию t( 15; 17), ха­
рактеризуются промиелоцитарной морфологией и проявляют чув­
ствительность к антипролиферативному, дифференцирующему и 
проапоптозному действию RA. Хотя IFN-а и  -у индуцируют эксп­
рессию и химерного белка PML/RARa (так как промотор гена PML 
содержит элементы ISRE и GAS и является в норме мишеныо ин- 
терфероновой регуляции), а IFN-индуцированная продукция PML/ 
RARa сопровождается уменьшением количества свободных моле­
кул его партнера по гетеродимеризации RXR, обработка клеточной 
культуры NB4 интерферонами-a  и -у проявляется в усилении эксп­
рессии многих IFN-индуцибельных генов, а также ингибиции рос­
та клеток. Как упоминалось выше, в лейкозных промиелоцитах RA 
индуцирует экспрессию белков STAT1, STAT2, р48 и IRF-1, а так­
же синтез IFN-a. Протеолитическая деградация белка PML/RARa 
является первым этапом ответа на RA, осуществляется с участием 
каспаз и может быть предотвращена ингибиторами каспаз.

Одна из основных проблем в терапии ОПМЛ -  это возникнове­
ние RA-резистентности. Молекулярные механизмы, ответственные 
за этот феномен, остаются невыясненными, хотя некоторые гипо­
тезы и были предложены. Во-первых, RA-резистентность может 
развиться в результате мутационных изменений рецепторов RA. 
Моделью взаимодействия RA- и IFN-сигнальных путей служат RA- 
резистентные клетки. Показано, что миелоидные клетки линии HL- 
60 приобретают резистентность к дифференцирующему действию 
RA после возникновения мутации в гене RARa, которая преодоле­
вается трансфекцией клетки кДНК нормального гена RARa. Дру­
гой потенциальный механизм клинической RA-резистентности 
состоит в фармакологическом изменении метаболизма RA. Умень­
шение концентрации активных ретиноидов происходит в результа­
те индукции цитохрома Р-450, белка CRABP (cellular RA-bindind 
protein) и Р-гликопротеина (продукта гена MDR1). Интересно от­
метить, что IFN-a подавляет цитохром-Р-450-зависимые моно­
оксигеназы.

Относительно мало известно о генах-мишенях RA, вовлеченных 
в регуляцию клеточной пролиферации и дифференцировки. Пока­
зано, что RA-резистентпость клеток линий NB4-R1 и NB4-R2 (про­
изводных RA-чувствителыюй клеточной линии NB4) ассоциирова­
на с утратой синтеза IFN-аи  белков STAT1, p21WAF/CIPI, PKR, SplOO 
и р48, тогда как экспрессия гена IRF-1 даже повышена. Имеющи­
еся данные легли в основу модели активации IFN-индуцибельных 
генов ретиноидами. Одним из ранних событий, индуцированных
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ретинсшдами, согласно этой модели, япляется прямая индукция 
экспрессии гена IRF-1, а ключевым моментом этой модели являет­
ся активация продукции IFN и STAT. IFN и RA потенцируют дей­
ствие друг друга in xitro и in vivo, поскольку многие IFN - и RA- 
индуцибельные гены, включая химерный ген PM L/RA Ra, содержат 
в своих промоторах сайты связывания обоих факторов. Благодаря 
этому обстоятельству комбинированная IFN /R A -терапия весьма 
эффективна при некоторых злокачественных опухолях.



Глава 3

КЛЕТОЧНЫЙ ЦИКЛ

3.1. РЕГУЛЯЦИЯ КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА

Клеточный цикл и процесс деления соматической клетки (ми­
тоз) находятся под строгим контролем сложной системы регуля­
ции. Реплицированные и конденсированные эукариотические хро­
мосомы должны сегрегировать к противоположным концам ядра. 
После деления ядра хромосомы деконденсируются, и цитокинез 
завершается делением цитоплазмы и клеточной мембраны. Кле­
точный цикл делится на фазы в соответствии со стадиями этого 
процесса (рис. 3.1). S-фаза (синтез/репликация ДНК) и М-фаза 
(митоз) должны быть координированы, чтобы обеспечить поддер­
жание постоянства и целостности генетического материала. Пред­
ложена относительно простая модель прогрессии клеточного цик­
ла. Клетка в фазах С0(фаза покоя)Д31, предшествующих митозу, 
получает позитивные (митогены 
и ростовые факторы) и негатив­
ные (контактная ингибиция и ,.<• Г ; > сз0 | х
повреж дени е) стимулы . Эти 
сигналы интегрируются клеткой 
для принятия решения, входить 
или не входить в клеточный 
цикл. Момент принятия реше­
ния о переходе из фазы G 1 в S- 
фазу называется точкой R (от" 
англ, restriction — рестрикция).
СОВОКУПНОСТЬ сигнальных И ре- Рис. 3.1. Клеточный цикл.
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гуляторных молекул играет роль часового механизма клеточного 
цикла.

Координация прогрессии клеточного цикла через фазы роста и 
фазы синтеза управляется событиями фосфорилирования/дефос- 
форилирования, которые промотируются регуляторными субъеди­
ницами, называемыми циклинами, в соединении с каталитически­
ми субъединицами, известными как циклинзависимые киназы (cyclin 
depending kinase, CdK). Циклинзависимые киназы, активированные 
фосфорилированием Cdk-активирующей киназой (САК), интегри­
руют митогенные и рост-ингибиторные сигналы и координируют 
клеточный цикл. В настоящее время принята классификация цик- 
линов в соответствии с фазами клеточного цикла: циклины фазы 
G1 -  D l, D2 и D3, циклины S-фазы — А и Е, фазы G2/M  — В1 и 
В2. Прогрессию фаз G1->S регулируют циклин-D -, Е- и А-зависи- 
мые киназы, а фаз G2-»M — циклин-В-зависимые. В нормальной 
клетке субъединицы присутствуют в четырехмерных комплексах, 
содержащих также ядерный антиген пролиферирующей клетки 
(PCNA — proliferating cell nuclear antigen) и член семейства малых 
ингибиторных молекул. Идентифицированы два семейства инги­
биторов циклинзависимых киназ: семейство INK4 (белки p l5 INK4B, 
p 16iNK4A> p l81NK4C, p l9 INK4D, связывающие циклин-О-зависимые 
киназы Cdk4 и Cdk6) и семейство CIP/KIP (p21CIPI, p27KIP1 и р57К1Р2). 
Ассоциация соответствующего количества этих ингибиторных мо­
лекул с циклиновым комплексом ингибирует киназную активность. 
В нормальных клетках эти молекулы действуют совместно в ответ 
на клеточные сигналы остановки клеточного цикла. В опухолевых 
клетках все эти молекулы часто бывают мутационно повреждены, а 
циклиновые комплексы разрушены. Реаранжировки, амплифика­
ции или гиперэкспрессия циклиновых генов, а также повышенный 
уровень мРНК или белка циклинзависимых киназ встречаются при 
разных типах рака. В результате опухолевые клетки проходят через 
стадии клеточного цикла, несмотря на неподходящие условия. На­
рушения регуляции клеточного цикла — отличительный признак 
злокачественной опухоли (рис. 3.2, 3.3).

Белок Rb является субстратом Cdk-опосредованного фосфори­
лирования. Гипофосфорилированный (функционально активный) 
белок Rb (retinoblastoma susceptibility) связывается с фактором транс­
крипции E2F1 и препятствует формированию транскрипционно 
активного комплекса из E2F1 и онкогена с-Мус. Гиперфосфорили­
рование белка Rb инактивирует его функцию и вытесняет его из 
комплекса с транскрипционным фактором, таким как E2F, так что
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р16
р21

Циклин

с ° к
^  PCNA 

Rb

I
Rb/E2F1

I
Rb + c-Myc/E2F1

I
Прогрессия клеточного цикла

Рис. 3.2. Негативный контроль пролифе­
ративной активности.

последний может активиро­
вать генную цепочку, дающую 
возможность клетке перейти в 
S-фазу. Ингибиторные белки 
(р16, р21 и другие) связывают­
ся с циклинзависимыми кина­
зами, входящими в состав цик- 
линовых комплексов циклин/ 
Cdk/PCNA, и подавляют фос­
форилирование супрессорного 
белка Rb.

В клетках млекопитающих 
с прогрессией G l -фазы ассо­
циированы 3 основные цик- 
линзависимые киназы. Cdk4 и 
Cdk6 функционируют в соста­
ве комплексов с циклинами 
D1-D3 во второй половине 
фазы G l, a Cdk2, активирован­
ная циклимом А или Е -  в

Активная репрессия 
генов-мишеней фактора E2F

Трансактивация 
генов-мишеней фактора E2F

Циклин D 
Cdk4,6

Циклин Е 
Cdk2

>

Рис. 3.3. Регуляция активности транскрипционного фактора E2F через фосфорили­
рование белка Rb.
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поздней G l-фазе. Циклин Е экспрессируется только в G l -фазе и 
исчезает, как только клетки вступают в S-фазу. Циклин А, напро­
тив, экспрессируется в G l-фазе позднее, чем циклин Е, и накапли­
вается в течение S- и С2-фаз. Cdkl ассоциирована с митозом и 
действует при переходе G2->M. Уровень цмклинзависимых киназ 
остается относительно постоянным в течение клеточного цикла. 
Эктопическая гиперэкспрессия циклпна D или Е может промоти- 
ровать прогрессию клеточного цикла и приводить к укорочению 
фазы G1, редуцировать размер клетки и зависимость от ростовых 
факторов, тогда как отсутствие их активности (нейтрализация ан­
тителами или антисмысловыми олигонуклеотидами) эффективно 
блокирует вхождение клеток в S-фазу. Циклин А, кроме того, тре­
буется для перехода из S-фазы в митоз, так как он активирует Cdkl. 
Его отсутствие предотвращает репликацию ДН К и нарушает пос­
ледовательность событий, соединяющих завершение репликации с 
инициацией митоза.

Циклинзависимыс серин/треонинкиназы в составе циклииовых 
комплексов фосфорилируют белок p llO  Rb (retinob lastom a 
susceptibility) и Rb-подобные белки р 130 и р 106 с общим названием 
«pocket proteins». Белок pllORb дифференциально фосфорилирует- 
ся на разных стадиях клеточного цикла. В фазе G1 он преимуще­
ственно гипофосфорилирован, становится полностью фосфорили- 
рованным, когда клетка входит в S-ф азу, и это состояние 
поддерживается до выхода из метафазы. Нормальная функция 
pocket-белков -  негативный контроль перехода из фазы G1 в S- 
фазу путем связывания и подавления транскрипционного фактора 
E2F, контролирующего активацию генов, ответственных за про­
хождение клеткой критической точки G1/S (рис. 3.3). Pocket-белки 
фосфорилируются комплексом циклин D/Cdk4/6, а затем комп­
лексом циклин E/Cdk2. К генам-мишеням фактора E2F относятся 
регуляторы вхождения в S-фазу (B-Myb, Cdkl, циклины Е и А) и 
гены, необходимые для репликации ДНК (гены дигидрофолатре- 
дуктазы, ДНК-полимеразы-а и тимидинкиназы).

Активность механизма регуляции клеточного цикла контроли­
руется присутствием упомянутых выше ингибиторов, которые мо­
гут останавливать прогрессию клеточного цикла в определенных 
критических точках. Эти ингибиторы заслужили имя «опухолевые 
супрессоры», так как отсутствие их экспрессии или потеря актив­
ности проявляется в канцерогенезе. В клетках млекопитающих два 
семейства ингибиторов Cdk вовлечены в регуляцию прогрессии G1: 
INK4 и CIP/KIP. Их структура и спектр субстратов различны, по­
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этому эти два семейства действуют согласованно в регуляции кле­
точного цикла без какой-либо избыточности.

Семейство INK4 включает 4 члена: p l6 INK‘,A, p l5 INK‘U}, p l8 INK4C и 
pl9iNK4D  ̂ КОТОрЫС специфически связывают Cdk4 и се близкий го­
молог Cdk6. Это прямое связывание может предотвратить димери­
зацию киназ с их циклиновыми партнерами и, следоватсльно, бло­
кировать их активность. Их эктопическая экспрессия индуцирует 
остановку клеточного цикла в фазе G1. Такая индукция предотвра­
щает пролиферацию только клеток Rb+, но нс Rb- . Экспрессия 
белка р 15 индуцируется в эпителиальных клетках in vitro обработ­
кой фактором TGFp, т. е. он функционирует как эффектор TGFp. 
При всем сходстве белков семейства INK.4 различия по частоте их 
мутирования в опухолях человека и различные паггерны экспрес­
сии позволяют предположить, что in vivo они имеют различные 
функции.

Гомо- и гетерозиготные дслеции в гене р 16 встречаются с высо­
кой частотой во многих видах опухолей человека, что указывает на 
функцию гена р 16 классического опухолевого супрессора. 85% аде­
нокарцином поджелудочной железы, 30% немелкоклеточных кар­
цином легкого, 52% карцином пищевода, 80% астроцитомных кле­
точных линий, более 80% Т-клсточных ОЛЛ несут дслеции гена 
р16. Необходимо принимать во внимание, что делеция может вов­
лекать не только р16, но и какие-то другие гены-супрессоры этого 
локуса. Высокая частота делеций или гипсрмстилирования промо­
торов генов р 15 и р16 наблюдается в карциномах легкого, почки, 
мочевого пузыря, глиомах, опухолях головы и шеи, предстательной 
железы, лейкозах и лимфомах. Мутации или изменения паттерна 
метилирования генов р 1S и р 19 не столь часто определяются в опу­
холях человека или клеточных линиях опухолевого происхождения.

Семейство CIP/KIP состоит из белков р21сп>|, р27К1|м и р57к,Р2 
(табл. 2). Они содержат гомологичный аминотерминальный домен 
с элементом связывания циклинов и циклин-зависимых киназ. 
Компоненты клеточного цикла, которые являются мишеныо их 
ингибирующего действия, -  комплексы циклин D/Cdk4/6 и цик- 
лин E/Cdk2 в поздней G l-фазе и циклин A/Cdk2 в критической 
точке G1/S и всей S-фазе. Связывание циклиновых комплексов 
ингибиторами блокирует фосфорилирование циклинзависимыми 
киназами белка Rb и других белков, которые должны быть фосфо- 
рилированы во время прогрессии клеточного цикла. Белок р21 ин­
гибирует все циклиновыс комплексы, т. е. является универсальным 
ингибитором.
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Таблица 2. Функциональные признаки ингибиторов циклинзависимых киназ 
CIP/KIP группы

Ингибитор ---------- р21Т1Р'Ш S t™----- ---------- ------------------
Локализация 6р21.2 12р12.3 11р 15.5

Тип
регуляции

р53-регулнруемый, 
индуцируется 
повреждениями ДНК 
и TGFp

Нс регулируются белком  р53. 
Индуцируются меж клеточны ми 
контактами, антипролиф еративнымн 
сигналами и T G F0

Тип
экспрессии

Повсеместная тканевая экспрессия

Т  кансспецнфнчная 
экспрессия (плацента, 
сердце, скелетные 
мы ш цы, терминально 
дифференцированны е 
клетки)

Механизм, которым р21 ингибирует циклиновые комплексы, не 
до конца ясен. То, что р21 ассоциирован с PCNA (proliferating cell 
nuclear antigen), субъединицей ДНК-полимеразы-8, которая участвует 
в репарации, означает, что р21 может координировать регуляцию 
прогрессии клеточного цикла с репаративным синтезом ДНК. Ис­
следования in vitro репликации ДНК продемонстрировали, что р21 
инактивирует ДНК-полимеразу-8, связываясь с PCNA. Клетки, 
лишенные р21, получившие повреждение ДНК, проходят S-фазу. 
Это приводит к репликации ДНК в отсутствие клеточного деления, 
анеуплоидии и неизбежному в этих случаях апоптозу. Усиленная 
экспрессия р21 в клетках анапластической крупноклеточной лим­
фомы приводит к гипофосфорилированию белка Rb и ингибиции 
PCNA.

Р21 является транскрипционной мишенью белка р53 и первич­
ным медиатором р53-зависимой остановки фазы G 1 после повреж­
дения ДНК, а р53 -  транскрипционным фактором для р21 и связы­
вается непосредственно с его промотором , хотя р53 может 
контролировать пролиферацию р21-независимым путем, как и р21 
может экспрессироваться независимо от р53. Так, клетки карцино­
мы молочной железы показывают повышенную экспрессию р21 
независимо от того, несут они wtp53 или мутантный р53. Напри­
мер, TGFa усиливает экспрессию р21 в карциноме молочной желе­
зы, а TGFp -  в карциноме толстой кишки, отвечающих соответ­
ственно на эти факторы. В промоторе гена р21 идентифицирована 
последовательность из 10 пар нуклеотидов, которая отвечает за ак­
тивацию транскрипции фактором TGFp. TGFp и р53 активируют 
транскрипцию р21 через различные элементы его промотора.
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Супрессия пролиферации фактором TGFp является результатом 
редукции циклин Е/киназной активности, которая в свою очередь 
приводит к супрессии фосфорилирования белка Rb. В клетках, об­
работанных TGFp, р21 и другие Cdk-ингибиторы (KIP1 и INK4B) 
связываются с комплексами циклин/CD K  и ингибируют их актив­
ность. Описана также конститутивная экспрессия р21, за которую 
ответственны специальные сайты в проксимальном районе промо­
тора гена р21. Этот же район отвечает за активацию р21 транскрип­
ционными факторами семейства Smad.

Как известно, клеточная пролиферация и дифференцировка — 
взаимоисключающие феномены, поэтому клетки, коммитирован- 
ные на путь дифференцировки, прекращают клеточное деление. 
Экспрессия р21 может быть индуцирована во время дифференци­
ровки опухолевых клеток при промиелоцитарном лейкозе с р53- 
нулевым фенотипом ретиноевой кислотой, диметилсульфоксидом 
и IFN-y. В р53-дефицитных клетках остеосаркомы и в клетках ге- 
патомы экспрессия р21 также может быть активирована индуциру­
ющими дифференцировку агентами. р53-независимая индукция р21, 
опосредованная транскрипционными факторами семейства MyoD, 
играет роль в дифференцировке миогенных клеток и транскрип­
ции миоспецифических генов.

Протеин р27к,Р1 идентифицирован как медиатор остановки кле­
точного цикла в G l-фазе фактором TGFp, который опосредует вне­
шние сигналы, такие как межклеточный контакт или действие ан- 
типролиферативных факторов. TGFp представляет собой семейство 
пептидов, регулирующих рост и дифференцировку. Он состоит из 
двух идентичных димеров и существует в виде нескольких изоформ. 
Ингибиторное влияние TGFp на рост клеток различных типов (эпи­
телиальных, эндотелиальных, гемопоэтических клеток, кератино- 
цитов, лимфоцитов и гепатоцитов) связано с индукцией ингибито­
ров циклинзависимых киназ, в том числе р27, ингибированием 
фосфорилирования и накоплением нефосфорилированного Rb.

Подобно белку р21С|Р1, р27 влияет на эффективность многих 
циклинзависимых киназ и связывается с комплексами Cdk-ц и к - 
лин эффективнее, чем только с Cdk. Он имеет значительную гомо­
логию с р21, но домен связывания с PCNA в нем отсутствует. Уро­
вень мРНК р27 не изменяется после обработки TGFp, как показано 
в клетках остеосаркомы, возможно, регуляция р27 происходит в 
основном на посттранскрипционном уровне.

Накопление p27K,PI наблюдается в клетках в результате действия 
и других аитипролиферативных агентов. Антипролиферативный
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эффект не ограничивается р27К1Р1, он также повышает уровень р21 
и pi5,NK4B. p27KIP1, связанный с комплексом циклин E/Cdk, может 
быть изолирован из клеток, деление которых остановлено действи­
ем фактора TGFp, но не из пролиферирующих. IFN, который яв­
ляется мощным антипролиферативным агентом, останавливает клет­
ки лимфомы Беркитта в фазе G1, усиливает экспрессию р27к,Р1, но 
не р21, и наоборот, ингибиторы циклинзависимых киназ инакти­
вируются митогенами. Например, пролиферация Т-лимфоцитов 
зависит от двух митогенных сигналов. Первый обеспечивается сти­
муляцией Т-клеточного антигенного рецептора и является причи­
ной индукции соответствующих циклинов и циклинзависимых ки­
наз. ИЛ-2 служит вторым сигналом, который облегчает переход 
G l—>S инактивацией KIP1.

Р57к|р2 обнаруживается преимущественно в дифференцирован­
ных клетках и, видимо, может служить сигналом для выхода диф­
ференцирующихся клеток из клеточного цикла. Р57к,р2 структурно 
ближе к р21, чем к р27, так как тоже содержит домен PCNA-связы- 
вания. Он может ингибировать киназную активность комплексов 
циклин D/Cdk4(6), циклин E(A)/Cdk2 и циклин E/Cdk3 in vitro и в 
составе этих комплексов индуцировать остановку G l-фазы. Нару­
шение этой функции р57 ведет к неконтролируемому росту клеток.

Мутации какого-либо белка из этих семейств проявляются в зло­
качественной трансформации. Влияние этих мутаций представляет 
собой феномен, сложный для понимания. Неясно, почему мута­
ция, приводящая к утрате функции одного из этих белков, приво­
дит к раку, если система контроля явно избыточна, и почему тре­
буются два семейства ингибиторов для контроля клеточной 
прогрессии. Известно, что между ними осуществляется коопера­
ция, примером которой служат отношения, возникающие между 
р15 и р27 в эпителиальных клетках под действием цитокина TGFp. 
Р27 может связываться с киназными комплексами циклин D/Cdk4(6) 
и циклин A(E)/Cdk2, но его взаимодействие с ними очень различа­
ется, так как р27 ингибирует только комплекс циклин A(E)/Cdk2, 
но не циклин D/Cdk4(6). В быстро пролиферирующих клетках р27 
связывается в основном с циклин D/Cdk4(6), не ингибируя киназ­
ную активность. При этом комплекс циклин D/Cdk4(6) служит ре­
зервуаром для изоляции свободного р27 от его главной мишени -  
комплекса циклин A(E)/Cdk2. В клетках, культивируемых в при­
сутствии TGFp, быстро индуцируется экспрессия р 15, который 
вытесняет р27 из комплекса циклин D/Cdk4(6), в результате чего 
повышается уровень свободного р27, который связывается с комп­
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лексом циклим A(E)/Cdk2 и ингибирует его киназную активность. 
Таким образом, имеет место комбинированная ингибиция обоих 
типов комплексов, и клеточный цикл останавливается в фазе G1.

Таким образом, фосфорилирование белка Rb циклинзависимы- 
ми киназами позволяет клетке пройти критическую точку GI->S. 
Ингибиторы циклиизависимых киназ блокируют их активацию Cdk- 
активирующими киназами (САК), что проявляется в ингибиции 
фосфорилирования Rb и, следовательно, в остановке клеточного 
цикла в G1. В связи с этим, подобно р53 и Rb, ингибиторы цик- 
линзависимых киназ тоже считаются опухолевыми супрессорами.

Ген р53. На клеточном уровне существует комплекс молекуляр­
ных путей восприятия генетических повреждений и ответа на них. 
Мутации на этих путях могут привести к опухолевой прогрессии. 
Существуют гены, которые интегрируют правильное восприятие сре- 
довых сигналов и соответствующий клеточный ответ. В клетках мле­
копитающих такую интегральную функцию выполняет ген р53, ко­
торый называют «хранителем генома» (guardian of the genome). Ген 
p53 — наиболее известный супрессор опухолей и ключевой элемент 
пути, который позволяет остановить клеточный цикл в неблагопри­
ятных для роста условиях и предотвращает появление резистентных 
клонов. Он получает информацию о повреждении ДНК и запускает 
каскад событий, приводящих к остановке роста. Повреждения ДНК 
обусловливают быстрое накопление белка р53 в клетке и индуциру­
ют регуляторные или контролирующие механизмы, блокирующие 
клеточный цикл. По завершении репарации блок снимается и кле­
точное деление может продолжаться. Ген р53 играет ключевую роль 
в этом процессе, мутантные по р53 клетки вынуждены входить в 
клеточный цикл с поврежденной и нерепарированной ДНК. Отсут­
ствие продукта гена р53 дестабилизирует геном. Приблизительно 50% 
первичных опухолей человека несут мутации р53, опухоли с мутант­
ным р53 клинически более агрессивны. Соматические мутации р53 
и других генов-супрессоров опухолей могут быть ранним или по­
здним этапом канцерогенеза. В норме белок р53 живет приблизи­
тельно 20 минут, мутантный р53 -  от нескольких часов до дней и 
накапливается в ядрах опухолевых клеток, что дает возможность 
иммуногистохимического окрашивания специфическими антитела­
ми. Трансфекция wtp53 в клетки, лишенные его, восстанавливает 
функцию р53 и повышает экспрессию генов-мишеней.

Ген р53 ( 17р13.1) имеет протяженность в 20 000 пар нуклеоти­
дов, высококонсервативен у всех изученных видов, состоит из 11 
экзонов (1-й -  некодирующий). Транскрипция р53 контролирует-
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ся двумя регуляторными сайтами. Один из этих элементов распо­
ложен на 400 нуклеотидов выше 1-го экзона (Р1), 2-й промотор- 
ный элемент находится в 1-м интроне, примерно на 1000 нуклео­
тидов ниже 1-го элемента. Зрелый транскрипт р53 содержит 2800 
нуклеотидов. Продукт — фосфопротеин 53 кДа состоит из 393 ами­
нокислот. 5 высококонсервативных сайтов белка (I-V) соответству­
ют кодонам 13-19, 120-143, 172-182, 238-259, 271-290 в экзонах 4, 5, 
7 и 8. Мутации р53, встречающиеся в опухолевых образованиях, 
обнаруживаются в «горячих» точках — консервативных сайтах II-V 
функционально важного домена сайт-специфичного ДНК-связы- 
вания, состоящего из аминокислотных остатков 90—290. Этот ос­
новной ДНК-связывающий домен содержит 10 цистеиновых остат­
ков, заставляющих предположить связы вание ионов металла. 
Действительно, ДНК-связывание отменяется металл-хелатирующи- 
ми (изымающими ион из участия в биохимической реакции) аген­
тами. Коровый домен содержит ион цинка, т.е. р53 является цин­
ковым металлопротеином. Олигомеризация — важное событие для 
ДНК-связывания, и р53 обнаруживается преимущественно в четы­
рехмерной форме. Связывание ДНК регулируется конформацион- 
ными изменениями тетрамера от высоко- до низкоаффинного состо­
яния. Каждый ДНК-связывающий домен распознает одну из 4 
повторяющихся последовательностей Д Н К и, следовательно, тет­
рамер более прочно связывается с ДНК, чем мономер. Гетерооли­
гомер, сформированный мутантным р53 и wtp53 (р53 дикого типа), 
не способен связываться с ДНК. Белок р53 содержит еще несколь­
ко функциональных доменов для связывания с белками, такими 
как белки теплового шока, Е1В, MDM2 и др.

Биохимическая основа функции р53 как транскрипционного 
фактора -  способность регулировать транскрипцию генов-мише­
ней. Область молекулы, включающая аминокислоты 120-290, пред­
ставляет собой ДНК-связывающий домен. Р53-связывающим сай­
том в промоторах генов-мишеней является последовательность 
5 '-P u -P u -P u -C -A /T -A /T -G -P y -P y -P y -3 '.  Р53 усиливает транс­
крипцию генов, имеющих этот элемент. Wtp53 может подавлять 
экспрессию генов р-актина, HSP70, c-jun, c-fos, m drl и PCNA 
(proliferating cell nuclear antigen). In vitro p53 связывается с Д Н К  
только вместе с ядерным экстрактом, т.е. это связывание нуждает­
ся в формировании комплексов с другими ядерными белками. Бе­
лок TBP (TATA-binding protein) взаимодействует с wtp53 и с мутан­
тным р53 и затем связывается с промоторной последовательностью, 
называемой ТАТА-боксом.
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Альтернативный сплайсинг транскрипта р53 является способом 
регуляции функции этого гена. Основная форма р53 экспрессиру­
ется в фазе G1, альтернативная (отличающаяся на 96 нуклеотидов в 
результате альтернативного сплайсинга 10 интрона) — в основном в 
фазе G2. Ясно, что эта дифференциальная экспрессия имеет отно­
шение к переходу клеткой критических точек G1->S и G2-»M. Аль­
тернативно сплайсированная форма (p53as) является конститутив­
но сайт-специфично связывающейся с ДНК изоформой, которая 
утратила свою способность неспецифично связываться с ДНК. p53as 
с редуцированной транскрипционной активностью экспрессирует­
ся только в покоящихся клетках. Видимо, сайт не зависящего от 
последовательности ДНК связывания, утраченный изоформой p53as, 
регулирует сайт-специфичную активность р53. p53as встречается во 
многих нормальных тканях и клеточных линиях, включая нормаль­
ные человеческие лимфоциты. Альтернативный сплайсинг р53 по 
аналогии с другими альтернативно сплайсируемыми макромолеку­
лами представляет собой механизм регуляции транскрипционной 
функции р53.

Инактивация белка может происходить и без изменения после­
довательности гена. Онкогенные белки онковирусов совершают 
клеточную трансформацию, формируя комплексы с wtp53 и тем 
самым инактивируя его. Белок вируса SV40 блокирует связывание 
р53 с Д Н К  и его функцию транскрипционного фактора. Белок Е1В 
аденовируса тоже связывает и нейтрализует р53. В клетках, трансфор­
мированных вирусом SV40 или аденовирусом, определяется более 
высокий уровень р53, что обусловлено повышением стабильности 
и увеличением продолжительности жизни белка при одновремен­
ной инактивации его функции. Белок Е6 папилломавируса (HPV) 
связывает р53 при участии ассоциированного белка (Е6-АР), но 
это приводит к быстрой деградации р53 путем убиквитин-зависи- 
мого протеолиза, редукции уровня р53 и иммортализации клетки. 
То же происходит при введении в клетку одного гена Е6. Функци­
ональная инактивация белка р53 белками онковирусов HPV в нор­
мальных клетках вызывает разрушение контроля клеточного цикла 
и накопление генетических аномалий: транслокаций, амплифика­
ций и делеций, активирующих онкогены и инактивирующих гены- 
супрессоры опухолей. В настоящее время считается, что папилло- 
мавирусная инфекция ответственна за 15% случаев рака у женщин 
и 5% у мужчин. Вирусные онкопротеины Е6 и Е7 дают плейотропный 
эффект. Они взаимодействуют с р53, pRb и другими клеточными 
белками. Продемонстрировано функциональное взаимодействие
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вирусных онкобелков с ингибиторами циклин-зависимых киназ 
pl6INK4, р21с,п и р27К1Р1, блокирующее негативную регуляцию ими 
клеточного цикла.

Вирусные и клеточные онкобелки могут инактивировать белок 
р53 через протеин/протеин-взаимодействие. Они ингибируют его 
функции транскрипционного фактора (трансактивацию и трансреп­
рессию) и р53-зависимый апоптоз. Связывание р53 с вирусными 
белками побудило к поиску клеточных белков, связывающихся с ним. 
Продукт гена mdm2 (murine double minute 2) связывается с геном р53 
и ингибирует его транскрипционную активность. Ген mdm2 транс- 
крипционно активируется белком р53, но белок MDM2 также свя­
зывается с белком р53, блокирует его функционирование как транс­
крипционного фактора в ядре и опухолевого супрессора и промотирует 
его быструю деградацию в цитоплазме. Таким образом, р53 и MDM2 
формируют регуляторную петлю обратной связи, в которой р53 
лимитирует собственную активность продукцией белка MDM2 
(рис. 3.4). Амплификация и гиперпродукция MDM2 часто обнару­
живаются в опухолях того типа, где редко встречаются мутации р53.

Циклин D1 РФ Ras mtRb

mdm2
р53 1

р21 bax Каспаза-9

i i
Остановка Апоптоз 

роста

Рис. 3.4. Связь между контролем повреждений Д Н К  и клеточным ростом в нор­
мальной клетке.
РФ -  ростовые факторы; mtRb -  мутантный белок Rb.
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Белок MDM2 проявляет онкогенность (по крайней мерс, отчасти) 
через подавление р53 аналогично вирусным онкопротеинам.

Гиперэкспрессия гена mdm2 ассоциирована с высоким канцеро­
генным потенциалом. Он часто амплифицировап в злокачественных 
опухолях человека. Онкогенные свойства mdm2 связаны с инактива­
цией р53. МОМ2-связывающий сайт находится на N-терминальном 
конце р53. Человеческий гомолог mdm2 содержит два промотора: 
кроме основного промотора Р1, в первом нитроне имеется дополни­
тельный Р2. Этот паттерн активации проявляется в продукции двух 
различных транскриптов, которые транслируются в белки с различ­
ной р53-связывающей активностью.

Значимая ассоциация между мутантным р53 и гиперэкспрсссией 
белка MDM2 без амплификации гена в одних и тех же клетках опи­
сана в карциномах шитовидной железы и при болезни Ходжкина. 
Во многих других опухолях, например, в карциномах яичника и пи­
щевода, меланомах, аномалии р53 и mdm2 не совпадают. При лей­
козах аномалии mdm2 встречаются вместе с аномалиями р53 или без 
таковых. 10-кратно повышена экспрессия mdm2 в клетках трети ХЛЛ 
и НХЛ. Клеточные линии из детских лимфобластных лейкозов ги- 
перэкспрессируют mdm2 без амплификации гена и с wtp53.

Mdm2 связывает N-терминальный конец р53, и мутации в ДНК- 
связывающем домене р53 не влияют на его связывание с mdm2. 
Кроме того, изоформы mdm2 обладают разной р53-связывающей 
способностью. Mdm2 регулируется белком wtp53, но может экс­
прессироваться независимо от мутантного р53. Mdm2 и р53 функ­
ционально независимы во время клеточной пролиферации, и если 
синтез р53 идет параллельно синтезу ДНК, то синтез mdm2 — нет. 
Mdm2 — компонент системы аугорегуляторной обратной связи р53. 
Транскрипционная регуляторная роль mdm2, Fie зависящая от р53, 
подтверждена его способностью взаимодействовать с TBP in vitro и 
in vivo в отсутствие р53. Аномалии р53 и mdm2 могут представлять 
различные, но не взаимоисключающие пути канцерогенеза и опу­
холевой прогрессии.

Многие клеточные функции модулируются взаимодействием типа 
белок-белок. Клеточные процессы (инициация транскрипции РНК- 
полимеразой, эксцизионная репарация, пострепликативная репа­
рация, гомологичная рекомбинация и др.) обычно нуждаются в 
формировании мультипротеинового комплекса. Различные белко­
вые комплексы часто экономно используют одни и те же белковые 
факторы в различных функциональных целях. Связывание р53 с 
белком TBP (TATA-binding protein) вовлечено в р53-опосредован-
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ную репрессию транскрипции. В число генов, подверженных ей, 
входят гены IL-6, PCNA, Rb, MDR1, fos, р53, Вс12, тромбоспонди­
на 1 и индуцибельной нитрооксидсинтетазы (NOS2). Белок р53 
связывается с белком репликативного комплекса RPA (replication 
protein А) и с белками системы эксцизионной репарации, с челове­
ческим гомологом белка RAD51, катализирующего некоторые эта­
пы процесса рекомбинации, что указывает на участие р53 в этих 
процессах.

Ген р53 действует как сенсор повреждения ДН К и индуцирует 
репарацию, но если повреждение существенно и необратимо (не- 
репарабельно), он направляет клетку по пути апоптоза, чтобы пре­
дотвратить размножение клетки, имеющей протяженную мутацию. 
Способность индуцировать апоптоз -  важная составляющая его опу­
холесупрессорной функции. р53 активирует экспрессию генов — 
супрессоров опухолей p21WAF1, Вах и Fas и подавляет экспрессию 
гена Вс12 (рис. 3.5, 3.6, см. вклейку). Все они участвуют в модуля­
ции апоптоза. Таким образом, р53 -  член многих биохимических 
путей: транскрипции, репарации, поддержания геномной стабиль-

Рис. 3.5. Белок р53 -  ключевой элемент пути ответа на повреждение ДН К. Эта про­
стейшая модель не учитывает ни внутриклеточного, ни экстраклеточного окружения.
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ности, контроля клеточного цикла и апоптоза. Понимание меха­
низмов опухолевой супрессии даст молекулярные мишени для муль­
тимодальной противораковой терапии, включая химио-, иммуно- 
и генотерапию.

Получив информацию о повреждении ДНК, белок р53 активи­
рует транскрипцию гена р21, продуцирующего белок — ингибитор 
циклинзависимых протеинкиназ. Повышение уровня белка р21 
ингибирует фосфорилирование, способствующее прогрессии кле­
точного цикла. Ясно, что потеря функции р53 проявляется в отсут­
ствии транскрипционной активации р21 и последующего ингиби­
рования прогрессии клеточного цикла. Многие мутации дают эффект 
прерывания остановки роста (активация онкогенов и инактивация 
онкосупрессии). Мутации, инактивирующие ген р53 и его регуля­
цию гена р21, будут иметь эффект отмены контроля клеточного 
цикла. Мутации р53-зависимого пути могут проявляться одинако­
во — потерей ответа на негативные ростовые сигналы. В этот путь 
сигнальной трансдукции вовлечены многие другие гены. Функция 
самого р53 также регулируется на многих уровнях. Она может из­
меняться мутациями самого гена и мутациями пути метаболизма 
белка р53, например, фосфорилирования, мутациями, влияющими 
на степень и длительность экспрессии, локализацию и конформа­
цию белка.

Существует такой же многоступенчатый контроль сборки и фун­
кционирования циклиновых комплексов. Их транскрипция и 
трансляция находятся под сложным и жестким контролем. Цик- 
линзависимые киназы активируются и инактивируются путем фос- 
форилирования/дефосфорилирования. Ассоциация белков в че­
тырехмерные комплексы также управляется дополнительными 
белками. Все эти процессы играют важную роль в контроле кри­
тических точек клеточного цикла.

Вся эта молекулярная сеть контроля существует для репарации 
или, если она невозможна, для элиминации клеток с геномными 
повреждениями. Редкие наследственные мутации в этой сети прояв­
ляются в накоплении геномных повреждений в клетках, которые не 
элиминируются из организма, а носители таких мутаций имеют на­
следственную предрасположенность к неоплазиям и заболевают чаще, 
чем в среднем в популяции. Примером такого рода является синд­
ром Ли-Фраумени, редкое аугосомно-доминантное состояние с по­
вышенным риском раннего развития множественных первичных 
опухолей различных типов. При культивировании фибробластов па­
циентов с синдромом Ли-Фраумени в них накапливаются геномные
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изменения и перестройки. Они гетерозиготны по гену р53, один ал­
лель которого несет специфическую мутацию. Члены семьи с мута­
цией имеют 50% риск развития рака к 30 годам и 90% — к 65 годам.

Другой пример наследственного заболевания, обусловленного 
дефектом гена-супрессора опухолей — атаксия-телеангиэктазия (АТ). 
Ген ATM (ataxia-telangiectasia mutation) кодирует белок, участвую­
щий в пути сигнальной трансдукции, инициируемом повреждаю­
щими Д Н К  агентами. ATM-киназа, активированная радиацией, 
фосфорилирует р53 по серину-15. Плейотропная природа этого го­
мозиготного наследственного заболевания проявляется в клеточ­
ном фенотипе нарушениями клеточного цикла, хромосомной не­
стабильностью и ингибированием репликативного синтеза ДНК. 
Гомозиготы встречаются с частотой 1/50 000, гетерозиготы состав­
ляют 0,5-1% популяции. Встречаемость рака повышена у первых в 
100 раз, у вторых — в 3-5  раз по сравнению с нормой. Мутанты по 
ATM-киназе характеризуются иммунодефицитом, хромосомной 
нестабильностью, гиперчувствительностью к радиации и другим 
агентам, вызывающим двуцепочечные разрывы, аномалиями кле­
точного цикла и предрасположенностью к раку. АТ-клетки менее 
чувствительны к индукции р53 радиацией, хотя ионизирующая ра­
диация индуцирует р53-зависимый апоптоз в АТ-клетках, т.е. су­
ществуют, видимо, зависимый и независимый от ATM -киназы ме­
ханизмы индукции р53. р53-негативные клетки, в отличие от 
АТ-клеток, радиорезистентны. In vivo в АТ-клетках не наблюдается 
значительный дефицит репарации двуцепочечных разрывов, но их 
уровень после облучения выше нормального, а точность соедине­
ния концов ниже. В свете того, что ATM-киназа функционирует 
как часть комплекса, который защищает концы Д Н К  от нуклеаз и 
от вовлечения в рекомбинацию, неудивительно, что АТ-клетки про­
являют повышенный уровень спонтанной и радиационно-индуци­
рованной внутрихромосомной рекомбинации. Таким образом, род­
ственные белки функционируют в детекции повреж дений и 
репарации ДНК. Члены семейства активируемых повреждениями 
ДНК протеинкиназ могут функционировать и в репарации двуце­
почечных разрывов, и в рекомбинации. Злокачественные опухоли 
у больных АТ в 80% случаев лимфоидного происхождения. Инак­
тивация АТМ препятствует нормальной лимфоидной дифференци- 
ровке и представляет собой важный этап патогенеза этих опухолей.

Связь между каскадом Ras/Raf/MEK/ERK и белками клеточного 
цикла. Ras-активированный путь сигнальной трансдукции обеспе­
чивает связь между ростовыми факторами (1L-3, G M -CSF) и аппа­
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ратом клеточного цикла. Ras требуется для активации Cdk2 и 4 в 
фазе G1. Эктопическая гиперэкспрессия Ras или регулируемых им 
молекул (ERK или Ets-2) индуцирует циклин D, но слабо влияет на 
циклины Е и А. Регуляция циклима D более существенна из-за его 
быстрой деградации.

В промоторе гена B cll/C C N D l, кодирующего циклин D1, име­
ются сайты для активации его транскрипции субъединицами транс­
крипционного фактора АР-1 онкобелками c-Jun и c-Fos. Экспрес­
сия генов c-Jun и c-Fos индуцируется трансдукцией митогенных 
сигналов, а мутации в А Р-1-связывающих сайтах промотора гена 
B cll/C C N D l отменяют Ras-зависимую активацию экспрессии цик- 
лина D1. Повышенный уровень циклина D1 обнаруживается в 86% 
случаев карциномы молочной железы. Механизм действия многих 
противоопухолевых препаратов заключается в ингибиции специ­
фических фаз клеточного цикла.

В экспериментах in vitro показано, что, лишаясь ростовых фак­
торов более чем на 48 ч, цитокин-зависимые клетки входят в фазу 
GO. Когда ростовые факторы возвращаются в среду, клетки снова 
входят в клеточный цикл и пролиферируют. Если же клетки оста­
ются без ростовых факторов более чем на 72 часа, они претерпева­
ют апоптоз, причем количество выживших клеток обратно пропор­
ционально длительности периода, в течение которого клетки были 
лишены пролиферативной стимуляции.

Большинство сигнальных киназ, промотирующих рост и выжи­
вание, трансдуцирует пролиферативные эффекты ростовых факто­
ров через путь Raf/MEK/ERK, следовательно, разрушение этого пути 
сигнальной трансдукции будет иметь эффект отмены клеточной 
зависимости от ростовых факторов, а это прямой путь к злокаче­
ственной трансформации, что экспериментально показано в мно­
гочисленных исследованиях на мышах и клеточных линиях. Росто­
вые факторы промотируют выживание клеток мобилизацией 
среднеранних генов митогенного каскада, которая приводит к экс­
прессии генов, необходимых для клеточного роста и предотвраще­
ния апоптоза. Аутокринная стимуляция роста происходит, когда 
клетка приобретает способность продуцировать ростовые факторы, 
необходимые для ее собственного выживания и пролиферации, что 
часто встречается при острых миелоидных лейкозах. Продукция 
аутокринных факторов роста наблюдается в гемопоэтических клет­
ках и фибробластах после трансформации активированным онко­
геном Raf. Таким образом, конститутивная активация сигнального 
пути Raf/MEK/ERK может проявляться в аутокринной трансфор­
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мации. Исследования способности активированных онкогенов ин­
дуцировать аутокринный цитокиновый синтез in vitro дают проти­
воречивые результаты, что объясняется различиями анализируемых 
клеточных типов и генетической уникальностью каждой опухоли. 
Не следует забывать, что интерпретация информации, полученной 
в исследованиях in vitro, требует особой осторожности, если нет 
прямых однозначных доказательств ее адекватности процессам, 
происходящим in vivo.

У трансгенных мышей, экспрессирующих активный Raf, уско­
ряется Т-клеточная дифференцировка в тимусе. Присутствие Raf 
важно для индукции р21, когда сигнальный путь M EK/ERK оста­
ется интактным. Истощение пула Raf-1 в клетке отменяет индук­
цию р21 таксолом в клетках опухоли предстательной железы. Неяс­
но, почему гиперэкспрессия Raf может приводить к таким 
противоречивым результатам. Для примирения противоречий пред­
ложена модель интеграции пролиферативных сигналов для оста­
новки клеточного цикла. Эффект активации Raf детерминирован 
либо уровнем, либо длительностью его экспрессии. После стиму­
ляции Raf доставляет пролиферативный сигнал, что проявляется в 
индукции циклинов и активации среднеранних генов пролифера­
тивного ответа. Однако пролонгированный сигналинг через каскад 
MEK/ERK проявляется в индукции экспрессии р21 и остановке 
клеточного цикла. Эта двойная активность Raf может служить сред­
ством аутоингибиции и поддержания баланса при генерации про­
лиферативных сигналов. Три различных Raf-белка имеют различ­
ные уровни киназной активности, пропорционально которой они 
в разной степени индуцируют экспрессию р21 и блок клеточного 
цикла.

TGFp и остановка клеточного цикла. Фактор TGFp (transforming 
growth factor P) может индуцировать сильный рост-ингибирующий 
эффект во многих типах клеток и стимулировать пролиферацию дру­
гих. TGFp -  важный регулятор прогрессии клеточного цикла и по­
этому имеет значительный терапевтический потенциал. Стимулиру­
ющий эффект TGFp скорее всего непрямой (через экспрессию других 
эндогенных ростовых факторов, таких как PDGF -  ростовой фактор 
соединительной ткани, или через повышение экспрессии рецепто­
ров EGF). Остановку роста, напротив, TGFp индуцирует непосред­
ственно и коррелирует с поддержанием опухолесупрессорного белка 
Rb в гипофосфорилированном состоянии.

В большинстве клеток TGFp проявляет рост-ингибирующую 
активность. Влияние, которое он оказывает на экспрессию цикли-
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нов, циклинзависимых киназ и их ингибиторов, хорошо изучено. 
Обработка эпителиальных клеток фактором TGFp ингибирует цик- 
лины А и Е и Cdk2/4, а также фосфорилирование Rb, и клеточный 
цикл останавливается в G l-фазе. Гиперэкспрессия Cdk4 может от­
менить остановку G l-фазы, индуцированную TGFp в эпителиаль­
ных клетках. TGFp может также индуцировать экспрессию Cdk- 
ингибиторов p l5INK4B и р21С1Р1, супрессировать экспрессию онкогена 
с-Мус, блокируя таким образом прохождение клеткой фазы G1, и 
стимулировать перераспределение свободного и связанного с цик- 
линовыми комплексами р27с,Р1. При этом TGFp индуцирует кон­
курентное связывание р15 с Cdk4/6 и, следовательно/ингибирует 
функцию последних, рост-ингибирующий белок р27 вытесняется 
из места его депонирования -  комплекса циклин D/Cdk4/6 и свя­
зывается со своей истинной мишенью, комплексом циклин E/Cdk2.

Обработка клеток TGFp может привести к фосфорилированию 
транскрипционного фактора CREB и усилить связывание CREB с 
АР-1 и CRE-элементом в промоторе гена коллагеназы. На этом 
основании предполагается, что CREB участвует в транскрипцион­
ной активации некоторых генов в ассоциации с Smad-комплексом. 
Ими могут быть гены Cdk-ингибиторов, так как их активность ин­
дуцируется после обработки клеток TGFp.

Семейство TGFp состоит из 3 изоформ с различной тканевой 
специфичностью. Основной источник TGFp -  тромбоциты и клет­
ки костной ткани, но активированные лимфоциты, макрофаги и 
нейтрофилы также секретируют его. TGFp секретируется как часть 
неактивного латентного комплекса, который активируется отщеп­
лением от молекулы-предшественника субъединиц LAP (latency- 
associated protein) и LTBP (latent TGFp-binding protein). Активный 
TGFp осуществляет свои разнообразные биологические эффекты 
передачей сигнала через гетеродимерный рецепторный комплекс, 
состоящий их двух типов рецепторов -  TpRI и TpRII с серин/тре- 
онинкиназной активностью. Обе субъединицы экспрессируются на 
поверхности большинства клеток как гомодимеры. TGFp связыва­
ется с TpRII, который фосфорилирует сериновые и треониновые 
остатки в TpRI и активирует его.

Следующий передающий сигнал интермедиат идентифицирован 
как гомолог соответствующего белка дрозофилы Mad (Mathers against 
decapentaplegic) и получил название Smad. Семейство Smad вклю­
чает 6 гомологов. В отсутствие лигандной стимуляции белки Smad 
существуют в цитоплазме в виде мономеров. Активированный ре­
цептор привлекает Smad2 и Smad3 к мембране и фосфорилирует
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их. После стимуляции Smad2 и Smad3 фосфорилируются рецепто­
ром TpRI, который имеет цитоплазматический домен с серин/ 
треонинкиназной активностью. Фосфорилированный комплекс 
Smad2/3 отделяется от рецептора и формирует олигомер с белком 
Smad4, который транслоцирустся в ядро и связывается там с транс­
крипционными факторами, такими как c-Jun и c-Fos, компонента­
ми клеточного цикла или непосредственно со специфическими 
последовательностями ДНК, функционируя там как транскрипци­
онный фактор и индуцируя экспрессию своих генных мишеней. 
Некоторые белки являются негативными регуляторами TGFp-сиг- 
нального пути. Smad6 ингибирует транслокацию комплекса Smad2/ 
Smad4, препятствуя фосфорилированию Smad2. Рост-ингибирую- 
щее действие TGFp на гемопоэтические предшественники осуще­
ствляется с участием белка Smad5.

TGFp оказывает глубокое плейотропное влияние на иммунную 
систему, он является самым мощным иммуносупрессором из изве­
стных сегодня. Мыши с фенотипом TGFp-  имеют тяжелые нару­
шения иммунитета, приводящие к смерти в течение месяца. У них 
развиваются множественные инфильтраты воспалительных клеток 
во многих органах и усиленная лимфоидная пролиферация. Важ­
ная роль TGFp в поддержании иммунного гомеостаза подтвержда­
ется следующим наблюдением: in vitro активация растущих Т-лим- 
фоцитов сопровождается усилением экспрессии TG Fp и его 
рецепторов, проявляющимся в самоограничении клональной экс­
пансии. TGFp супрессирует экспрессию Fas-лиганда — одной из 
ключевых молекул индукции апоптоза в клетках-мишенях цито­
токсической активности, экспрессирующих Fas.

TGFp ингибирует не только Т-клеточную пролиферацию, но и 
продукцию Т-клетками иммуностимулирующих цитокинов IFNy и 
TNFa, а также IL-2-зависимые пролиферативные сигналы. Добав­
ление IL-2 к TGFp-обработанным культурам клеток из лимфоци­
тарных опухолей восстанавливает Т-цитотоксическую активность. 
TGFp в свою очередь ингибирует экспрессию рецепторов IL-2 и IL- 
1, а также рецептора c-kit на незрелых тимоцитах. На клетках из 
лимфоидных опухолей TGFp, наоборот, усиливает экспрессию c-kit.

Таким образом, TGFp является важнейшим регулятором гемо­
поэза и иммунного ответа. Он регулирует пролиферацию и диффе- 
ренцировку ранних предшественников, но не влияет на более 
зрелые. Что касается злокачественного роста, влияние TGFp вари­
абельно и зависит от степени потери чувствительности клеток к 
нему, которая колеблется от нормальной до полной резистентное-
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ти даже в пределах одного типа опухоли. Механизмы онкогенеза 
при TG Fp-резистентности иллюстрирует рис. 3.7. Резистентность к 
рост-ингибирующему действию TGFp может быть обусловлена 
отсутствием функционального рецептора TpRI, устойчивостью к 
TGFp-индуцированному апоптозу или фенотипом TGFp” самих опу­
холевых клеток. В последнем случае сохраняется чувствительность 
к экзогенному TGFp, что может быть полезным при разработке 
новых терапевтических подходов, например, в комбинации TGFp с 
глюкокортикоидами. Однако важно помнить, что TGFp-сигналинг 
зависит от контекста:

-  различные гены-мишени в разных клеточных типах;
-  некоторые гены активируются, другие репрессируются;
-  некоторые типы ответов могут быть утрачены в опухоли, дру­

гие — нет.
Клеточная пролиферация зависит от упразднения не только ци- 

тостатических антиростовых сигналов, но и сигналов, принуждаю­
щих клетки к необратимому вхождению в постмитотическое состо­
яние готовности к дифференцировке, механизмы которого не вполне 
понятны. По всей видимости, опухолевые клетки используют раз­
личные стратегии избегания терминальной дифференцировки. Одна 
из них непосредственно вовлекает ген с-Мус, который кодирует 
транскрипционный фактор. В ходе нормального развития рост-сти-
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Рис. 3.7. Двойная роль TGFp в онкогенезе.
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мулирующее действие Мус в ассоциации с фактором Мах может 
быть замещено альтернативным комплексом Мах с одним из фак­
торов группы Mad. Формирование комплекса Max/Mad является 
сигналом, индуцирующим дифферсицировку. Однако гиперэксп­
рессия с-Мус, наблюдаемая во многих опухолях, сдвигает баланс в 
сторону комплекса Мус/Мах, отвергая таким образом диффереи- 
цировку и промотируя рост. Взаимодействие различных антипро- 
лиферативных и индуцирующих дифференцировку сигналов с ос­
новным механизмом клеточного цикла всегда тем или иным образом 
нарушено в процессе канцерогенеза.

3.2. МИШЕНИ ГЕНОВ-СУПРЕССОРОВ 
ОПУХОЛЕЙ И ОНКОГЕНОВ

Повреждение ДНК, гипоксия, оксидативный (окислительный) 
стресс, нуклеотидное истощение, гиперэкспрессия онкогенов ак­
тивируют ген р53, изменяют фосфорилирование и стабильность 
белка р53. Ген р53 содержит 3 функционально важных домена: N- 
терминальный домен отвечает за трансактивацию, центральный 
домен -  за ДНК-связывание и С-терминальный домен — за тетра- 
меризанию. Мутантный белок в опухолях почти всегда лишен 
трансактивирующей функции, т.е. эта функция существенна для 
р53-опосредованной опухолевой супрессии. К генам-мишеням 
трансактивирующей функции гена р53 относятся повсеместно экс­
прессируемые гены р21 и mdm2, циклина G1 (CCNG1), ген транс­
крипционного фактора EGR-1 (early growth response 1), участвую­
щий в контроле роста и диф ф еренцировки, а такж е многие 
тканеспецифичные гены.

Изучение паттерна генной экспрессии клеточной линии из опу­
холи толстой кишки человека выявило 14 транскриптов, специфи­
чески индуцируемых минимум 10-кратно, которые получили на­
звание PIG (p53-induced gene). Два из них (р21 и Ei24/PIG68) были 
известны ранее как мишени р53, несколько других участвуют в ре­
гуляции редокс-статуса (redox -  от англ, oxidation-reduction — окис­
лительно-восстановительные реакции) и образовании ROS (reactive 
oxigen species), чья роль в апоптозе хорошо изучена. Хотя эктопи­
ческая экспрессия любого единичного PIG и недостаточна для ин­
дукции апоптоза, блокирование их активности заметно ингибирует 
клеточную смерть. Все это привело к гипотезе о том, что р53 инду­
цирует апоптоз, увеличивая продукцию ROS. Это приводит к окис­
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лительному стрессу, повреждению митохондрий и клеточной смер­
ти. Данная гипотеза позднее была подтверждена биохимически.

Если р53-опосредованная остановка G1 фазы зависит от р21 — 
ингибитора циклинзависимых киназ, то молекулярной основой 
остановки фазы G2 является ген 14-З-За (сигма). Ген 14-З-За — 
гомолог гена дрожжей Saccharomyces cerevisiae, от которого зависит 
индуцированная радиацией остановка митотического цикла в фазе 
G2. Экспрессия этого гена активируется эктопической экспресси­
ей гена р53 и у-облучением. Ген 14-З-Зс, как и р21, — непосред­
ственная транскрипционная мишень р53. Его элиминация путем 
гомологичной рекомбинации из клеток опухоли толстой кишки 
человека линии НСТ116 отменяет радиационно-индуцированную 
остановку в фазе G2.

Еще одна группа р53-индуцибельных генов — семейство РЕТ 
(р53 early transcripts) экспрессируется сразу иди вскоре после р53- 
индукции.

Анализ р53-зависимых транскриптов показал, что р53 осуществ­
ляет свои разнообразные клеточные функции, влияя на экспрес­
сию большой группы генов, вариабельных в отношении степени 
р53-зависимости, уровня и времени экспрессии. Эта вариабельность 
обусловлена клеточным контекстом (клеточный тип, внутри- и вне­
клеточные сигналы).

Клинические исследования проводились фармацевтической ком­
панией ONYX, разработавшей аденовирусный вектор, который не 
реплицируется в клетках с нормальным геном р53, но реплицирует­
ся и убивает клетки р53~, т.е. лишенные его функционально актив­
ного продукта. Эта экспериментальная терапия была применена к 
пациентам в терминальной стадии с опухолями головы и шеи, под­
желудочной железы и яичника, гастроинтестинальными опухолями.

Ген-супрессор опухолей Rb (retinoblastoma susceptibility), который 
кодирует регуляторный клеточный белок, впервые идентифициро­
ван в ретинобластоме. Ретинобластома -  рак сетчатки глаза у детей, 
чаще наследственный (билатеральный и мультифокальный), реже 
спорадический (унилатеральный и унифокальный). Ретинобластома 
индуцируется биаллельной инактивацией гена Rb, который эксп­
рессируется во всех нормальных тканях и клеточных линиях. В опу­
холях либо экспрессируется мутантная форма, либо продукт гена 
отсутствует. Аномалии этого гена описаны при многих других опу­
холях: мелкоклеточном и немелкоклеточном раке легкого, опухолях 
мочевого пузыря и др. Его опухолесупрессорная функция в основ­
ном заключается в способности действовать как негативный регуля-
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тор прогрессии клеточного цикла. Продукт гена -  фосфопротеин 
pllORb. Он дифференциально фосфорилируется в течение клеточно­
го цикла, фосфорилирование инактивирует его. Нефосфоршшрован- 
ный p!10Rb обнаруживается преимущественно в фазе G1. В норме 
процесс фосфорилирования начинается в поздней фазе G1, за не­
сколько часов до перехода в S-фазу.

Стимуляция растущих клеток митогенами ассоциируется с фосфо­
рилированием Rb и переходом G1-»S. Относительно повышенный 
уровень фосфорилированного Rb обнаружен в логарифмической фазе 
роста клеток сравнительно с клетками в фазе G1. Следовательно, не- 
фосфорилированная форма является супрессором пролиферации. Ги- 
перфосфорилированный статус поддерживается до конца клеточного 
цикла, и дефосфорилирование происходит на выходе из митоза. Ста- 
диоспецифическое фосфорилирование Rb опосредуется цикл ином D 
и Cdk4/6. Циклин Е тоже может участвовать в фосфорилировании Rb 
в составе комплекса циклин E/Cdk2.

Белок Rb контролирует транскрипцию генов, необходимых для 
прогрессии клеточного цикла, и его эффективность зависит от взаи­
модействия с белком E2F. Фосфорилирование Rb вытесняет его из 
комплекса Rb/E2F. Семейство транскрипционных факторов E2F (Е2 
binding factor) описано первоначально по способности связывать 
промотор аденовирусного гена Е2 и включает 5 идентифицирован­
ных членов: E2F1, E2F2 и т.д. В виде гомодимеров они сайтспеии- 
фично связываются с ДНК. Освободившийся от Rb фактор E2F ак­
тивирует транскрипцию генов, необходимых для прогрессии 
клеточного цикла, таких как гены дигидрофолатредуктазы (DHFR) 
и тимидинсннтетазы (TS), экспрессия которых важна для вхождения 
клеток в S-фазу. Таким образом, взаимодействие Rb с E2F подавляет 
Е2Е-зависимую транскрипцию.

Функция регуляции клеточного цикла белка Rb может вовле­
кать другие транскрипционные факторы, такие как члены Ets-ce- 
мейства, которые вовлечены в прогрессию клеточного цикла акти­
вированных Т-клеток. Ets-родственный транскрипционный фактор 
Elf-1 содержит Rb-связывающий мотив, подобный Rb-связываю- 
шему мотиву вирусных онкопротеинов. Как и в случае E2F, фос­
форилирование Rb проявляется в высвобождении Elf-1. Кроме того, 
Rb активирует экспрессию гена TGF(32 посредством регуляции 
транскрипционного фактора ATF2, мишеныо транскрипционной 
активности которого является ген TGFp2.

Облучение клеток с неповрежденным геном р53 ионизирующей 
радиацией индуцирует повышение экспрессии р21 и накопление
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гипофосфорилированного Rb. Наоборот, когда р53 структурно и/ 
или функционально инактивирован, эти процессы нс наблюдаются.

р53 репрессирует транскрипцию ряда генов, таких как ген тими- 
динкиназы, с-Мус и ДНК-полимеразы а, и эти гены также трансак- 
тивируются белком E2F. Таким образом, р53 и Rb являются компо­
нентами одного контролирующего пути, причем р53 может 
непосредственно регулировать транскрипцию Rb. Совместная экс­
прессия wtp53 и E2F1 задерживает клетку в фазе G1 и направляет 
ее к апоптозу.

Примером относительно тканеспецифичного опухолевого супрес­
сора может служить ген АРС (adenomatosis polyposis coli). Элиминация 
функции гена АРС приводит к инициации канцерогенеза в толстой 
кишке. Одно из проявлений опухолесупрессорной функции АРС — 
привлечение онкобелка (5-катенина в мультимолекулярный комп­
лекс, который включает в себя СБКЗр-киназу и структурный белок 
аксин. Включенный в этот комплекс и фосфорилированный GSK3p- 
киназой р-катенин затем расщепляется убиквитиновыми протеосо- 
мами. р-катенин в комплексе с кадеринами и десмоплакином свя­
зывается с транскрипционными факторами семейства TCF (Т-се11 
factor) и активирует генную транскрипцию. Инактивация АРС и не­
которые мутации в гене р-катенина придают р-катениновой молеку­
ле резистентность к деградации, которая приводит к усилению регу­
лируемой комплексом р-катенин/TCF транскрипции. Наиболее 
известным геном-мишенью (в числе 15 других) регуляторного пути 
АРС/Р-катенин/TCF является онкоген с-Мус. Идентификация он­
когена с-Мус как мишени (АРС/р-катенин/ТСР)-пуги сигнальной 
трансдукции объяснила некоторые особенности колоректальных опу­
холей человека: 1) невзирая на стадию заболевания, генетические 
перестройки, вовлекающие локус с-Мус (амплификации, трансло­
кации), крайне редко встречаются в опухолях этого типа, хотя в боль­
шинстве случаев наблюдается гиперэкспрессия мРНК и белка с-Мус; 
2) в отличие от многих других типов опухолей человека, очень редко 
встречаются колоректальные опухоли с мутациями в генах р15, р16, 
циклина D l, Cdk4, Rb. Поскольку с-Мус-сигналинг может обойти 
р16- и pRb-опосредованную ингибицию роста, необходимость в эли­
минации функции этих генов снимается активацией гена с-Мус по 
механизму АРС/р-катенин/TCF.

Не менее важна способность АРС подавлять экспрессию онко­
гена PPAR5 (peroxisome proliferator-activated receptor delta). В про­
моторе гена PPAR5 имеется функциональный сайт связывания ком­
плекса АРС/р-катенинДСР. Белок PPAR5 -  член суперсемейства
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ядерных рецепторов для лиганд-зависимых транскрипционных фак­
торов. Это обстоятельство особенно интересно в связи с тем, что 
PPAR5 связывает нестероидные противовоспалительные препара­
ты -  вещества, известные своим противоопухолевым действием в 
толстой кишке. Нестероидные противовоспалительные препараты 
разрушают РРАК5/11ХЯа-ДНК-связывающий комплекс и нейтра­
лизуют функцию PPAR5.

Таким образом, эктопическая экспрессия АРС проявляется в по­
давлении двух важных мишеней АРС/Р-катенин/ТСР-механизма 
(рис. 3.8, см. вклейку): с-Мус -  позитивного регулятора пролифера­
ции; PPAR5 -  объекта противоопухолевого действия нестероидных 
противовоспалительных препаратов.

Онкоген с-Мус (myelocytomatosis) кодирует H LH -содержащий 
лейцин-зипперный транскрипционный фактор, вовлеченный в кан­
церогенез множества типов опухолей. Установлено, что с-Мус ин­
дуцирует пролиферацию, промотируя вхождение в клеточный цикл, 
но гены-мишени, ответственные за эту функцию, в основном оста­
ются неизвестными. Экспрессия с-Мус необходима, но недоста­
точна, чтобы индуцировать пролиферацию в отсутствие сыворо­
точных ростовых факторов, следовательно, анализ профиля генной 
экспрессии в клетках in vitro позволяет идентифицировать прямые 
мишени с-Мус, а не просто гены, чья функция является вторич­
ным следствием с-Мус-индуцированной пролиферации. Гиперэкс­
прессия с-Мус и циклинзависимой киназы Cdk4, которая в составе 
циклинового комплекса участвует в регуляции прогрессии фазы G1 
клеточного цикла, может привести к иммортализации клетки, что 
часто наблюдается в опухолях человека. Непосредственная актива­
ция гена Cdk4 белком с-Мус верифицирована идентификацией че­
тырех с-Мус-связываюших сайтов в промоторе гена Cdk4, которые 
необходимы и достаточны для индукции транскрипции гена Cdk4 
белком с-Мус. Учитывая, что с-Мус является мишенью регулятор­
ного пути АРС/р-катенинДСР и что этот путь часто нарушен в 
колоректальных опухолях, гиперэкспрессия Cdk4 в этих опухолях 
указывает, что Cdk4, по всей видимости, является мишеныо с-Мус- 
онкогенного пути.

Семейство рецепторных тирозинкиназ егЬВ состоит из 4 членов: 
erbBI/EGFR, erbB2/neu/HER-2, erbB3/HER-3 и erbB4/HER-4. Они 
содержат цистеинбогатый экстраклеточный домен, трансмембранный 
домен и внутриклеточный каталитический домен, функционируют как 
рецепторы ряда пептидных ростовых факторов (EGF, TG Fa, эстроге­
на и др.). Связывание лигандов приводит к димеризации и аутофос-
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форилированию рецепторов. Активированные рецепторы связывают­
ся с белками, имеющими домены SH2, распознающими специфичес­
кие фосфотирозинсодержащие последовательности активированного 
рецептора. Эти 5Н2-содержащие адапторные молекулы передают сиг­
нал, приводящий к генной активации. Вовлеченность продуктов ге­
нов семейства егЬВ в экстраклеточную сигнальную трансдукцию обус­
ловливает их участие в опухолевой трансформации и прогрессии. Ген 
ErbB2 (neu/HER-2) кодирует трансмембранный гликопротеин 185 кДа. 
Он активируется точечной мутацией, которая проявляется аминокис­
лотной заменой валин-664-глугамин, и это изменение трансформиру­
ет клетку. Амплификация этого гена описана во множестве типов 
опухолей, таких как карцинома молочной железы, мочевого пузыря, 
толстой кишки, легкого, желудка, яичника.

Гиперэкспрессия EGFR, обнаруженная при немелкоклеточном раке 
легкого, обуслоапена делецией 267 аминокислоты в аминотерминаль­
ном конце молекулы. Последствия активации EGFR при связывании 
лиганда в опухолевой клетке иллюстрирует рис. 3.9 (см. вклейку).

Ген WT1 (Wilms' tumor) относится к семейству Egr(early growth 
response)-reHOB, которое включает 5 транскрипционных факторов: 
Egrl-4 и WT1, объединенных по признаку наличия высокогомоло­
гичных цинк-фингерных доменов, связывающихся с ДНК. Репрес- 
сорная функция белка WT1 относится к пролин-глутамин-богатой 
области молекулы, и если этот участок оказывается объединенным с 
цинк-фингерным доменом Egr, то белок превращается в транскрип­
ционный репрессор. Так как белки Egr-1 и WT1 связываются с од­
ним и тем же Egr-связывающим элементом ДН К, относительная 
концентрация активирующих и репрессирующих белков детермини­
рует направление регуляции.

Опухоль Вилмса -  детская нефробластома, которая может разви­
ваться и спорадически, и семейно (1%) в результате аберрантной 
дифференцировки почечных стволовых клеток вследствие утраты 
супрессорной функции генов-супрессоров опухолей, ассоциирован­
ных с данным видом опухоли. Тотальный синдром описан как WAGR- 
синдром (Wilms'-aniridia-genitourinary-mental retardation). Ген WT1 
картирован в локусе 11 р 13. В этом локусе, кроме WT1, ближе к 
центромере расположены гены, кодирующие каталазу и р-субъеди- 
ницу фолликулостимулирующего гормона FSH-p, а ближе к теломе- 
ре -  гены РАХ6 (ген аниридии), MR (mental retardation) и UG (urino- 
genital malformation).

Ген WT1 имеет определенный пространственно-временной пат­
терн экспрессии в развивающейся почке, а также генитальном греб-
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не, фетальных гонадах и мезотелии. Экспрессия WTI не обнаруже­
на в фетальных сердце, коже, надпочечниках, желудке, печени, гла­
зах и мышцах. Супрессия миогенеза во время развития почки -  
нормальная функция WT1. Изменения в паттерне экспрессии гена 
во время эмбрионального развития совместимы с представлением 
о переключении дифференцировки мезенхимальных клеток в клет­
ки эпителия. Белок WT1 супрессирует транскрипцию генов, коди­
рующих некоторые ростовые факторы: PDGF-A (platelet-derived 
growth factor), IGF-II (insulin-like growth factor), TG Fpi. Экспрес­
сия рецепторов ростовых факторов также модулируется им. Белок 
VVTI содержит ДНК-связывающую последовательность, гомологич­
ную таковой NGF(neural growth factoг)-индyцибeльнoгo транскрип­
ционного фактора. Неудивительно, что инактивация этого гена 
может приводить к нерегулируемой клеточной пролиферации, абер­
рантной дифференцировке и канцерогенезу.

Альтернативный сплайсинг про-мРНК WT1 приводит к образо­
ванию изоформ WT1, различающихся наличием/отсутствием неко­
торых последовательностей [5-го экзона'и  лизин/треонин/серин- 
богатого (KTS) фрагмента между цинк-фингерными доменами 3 и 
4], от которых зависит функция белка. Существование изоформ 
WT1 имеет функциональное значение. В промоторах многих генов 
встречается сайт Egr-связывания, и WT1 может, следовательно, свя­
зываться с этими промоторами. Изоформа KTS+ имеет гораздо 
меньшую ДНК-связывающую активность. Нарушение баланса между 
двумя изоформами проявляется тяжелыми аномалиями развития. 
Значительная часть опухолей Вилмса содержит изоформу WT1, ли­
шенную 5-го экзона, которая отличается пониженной способнос­
тью функционировать как транскрипционный регулятор.

С помощью антител против WT1 и сплайсинговых комплексов 
(малых ядерных рибонуклеопротеинов SnRNP) показано,-что WT1 
ко-локализован с SnRNP. Это говорит о том, что WT1 выступает 
как регулятор транскрипции и фактор сплайсинга.

Инактивация функции WT1 может быть следствием мутации. 
При опухоли Вилмса мутации обнаруживаются в кодирующей час­
ти гена, но не в промоторе. Соматические мутации -  редкое собы­
тие. Мутации в цинк-фингерном домене гена WT1, которые пол­
ностью лишают белок ДНК-связывающей способности, встречаются 
у 95% пациентов с синдромом Dcnys-Drash. Пациенты с этим син­
дромом, у которых развиваются опухоли Вилмса, страдают почеч­
ной недостаточностью, псевдогермафродитизмом и дисгенезом 
гонад. Мутации в других областях гена, которые приводят к обра-

j
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зованию усеченного транскрипта или его аномальному процессин­
гу, проявляются в образовании функционально неактивного белка.

Транскрипционный фактор WT1 регулирует экспрессию ряда 
генов, среди которых CSF1, TGF(3, RARA, с-Мус, c-myb и Вс12, 
ассоциирующиеся с пролиферацией, дифференцировкой или апоп­
тозом гемопоэтических клеток. Ген IGF-II, который гиперэкспрес- 
сируется в опухолях Вилмса, может обеспечить аутокринную сти­
муляцию роста в результате индукции рецептора IGF-II. Стабильная 
трансфекция клеток геном WTI индуцирует в них экспрессию это­
го рецептора, которая усиливается, если WT1 несет специфичес­
кую мутацию в трансактивируюшем домене. Описана негативная 
корреляция между WT1 и IGF-Ir на уровне мРНК: количество WT1- 
мРНК обратно пропорционально мРНК IGF-Ir. Экспрессия экзо­
генного WT1 ингибирует пролиферацию трансфицированных кле­
ток вместе с редукцией уровня транскриптов IG F-Ir. Другой 
рецептор ростового фактора, чья экспрессия подавляется факто­
ром WT1, -  рецептор эпидермального фактора роста EGFr, кото­
рый считается маркером плохого прогноза при ряде опухолей чело­
века. Микроинъекции мРНК WT1 могут блокировать вхождение 
клетки в S-фазу, индуцированное сывороточной стимуляцией. Та­
ким образом, WT1 является фактором негативного контроля кле­
точного цикла и соответственно опухолевым супрессором, но мо­
жет функционировать и как онкоген, например, в лейкозных 
клетках. Экспрессия WT1 определена у 80% нелеченых пациентов с 
острым миелолейкозом. Большинство пациентов в полной ремис­
сии теряли ее, а в 75% случаев редицива экспрессия WT1 определя­
лась еще до его начала. Белок \VT1 может быть обнаружен только в 
ядрах лейкозных бластов, но не в нормальных С 034+-предшествен- 
никах, и у большинства пациентов с лейкозом бласты экспрессиру­
ют WT1. Следовательно, при ОМЛ экспрессия VVT1 может служить 
маркером злокачественных бластных клеток.

Опухоли Вилмса часто несут аномалии хромосомы 17, в связи с 
чем было интересно оценить возможную роль р53 в регуляции 
функции WT1 как транскрипционного фактора. Оказалось, что 
WT1 действует как транскрипционный активатор в отсутствие wtp53 
и как транскрипционный репрессор в его присутствии. Индукция 
IGF-II белком WT1 также может быть связана с присутствием му­
тантного р53. В полном соответствии с представлением о стаби­
лизации р53 клеточными белками WT1 формирует комплекс с р53. 
Это взаимодействие заставляет оба белка трансактивировать их 
гены-мишени.
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Выявление связи между экспрессией WT1, ростовых факторов и 
их рецепторов, р53-статусом и клеточной пролиферацией привело к 
оценке экспрессии WT1 как маркера опухолевой прогрессии и про­
гностического фактора. Потеря гетерозиготности в локусе WT1 на­
блюдается в 50% случаев рака мочевого пузыря, а также ассоцииро­
вана с поздними стадиями немелкоклеточного рака легкого и 
метастазами в лимфатические узлы, при плоскоклеточном раке лег­
кого -  с метастазами в лимфатические узлы и снижением общей 
выживаемости.

Гены развития и их супрессорная функция. Клеточная дифференци- 
ровка и пролиферация являются интегральными, но взаимоисклю­
чающими компонентами роста, развития и морфогенеза. Тем не ме­
нее развитие и неопластический процесс обладают общими чертами, 
которые наводят на мысль, что неопластическая трансформация может 
быть патологическим двойником нормальной дифференцировки и 
развития, возникающим в результате сбоев в программе генной экс­
прессии. Наиболее заметна среди них инвазивная способность, ко­
торой обладают опухолевые клетки, подобно эмбриональным клет­
кам. Ряд генов, контролирующих дифференцировку и эмбриональное 
развитие, идентифицирован, и некоторые из них функционируют 
как супрессоры опухолей. Механизмы канцерогенеза, инактивирую­
щие супрессорную функцию этих генов, приводят к нарушению свя­
занной с развитием координации генной экспрессии.

Семейство Wnt (wingless-type MMTV integration site family) состо­
ит более чем из 20 генов, которые действуют преимущественно в 
эмбриональном развитии и дифференцировке, а также в неопласти­
ческой трансформации. Гены Wnt кодируют гликопротеины, кото­
рые тесно ассоциируются с экстраклеточным матриксом. Основной 
член семейства -  ген Wntl. Компонентами Wnt 1-пути сигнальной 
трансдукции являются р-катснин и у-катенин (плакоглобин), ассо­
циированные с кальций-зависимой клеточной адгезией в эпителии. 
Экспрессия Wntl усиливает накопление р-катенина и плакоглобина, 
связывание р-катенина с кадерином, которое опосредует клеточную 
адгезию, а также ко-активаторную функцию р-катенина, действую­
щего в ассоциации с транскрипционными факторами Tcf/LEF. 
В отсутствие Wnt-стимуляции редуцированный уровень р-катенина 
делает возможной репрессию генов-мишеней Wnt-сигналинга путем 
ассоциации транскрипционных факторов Tcf/LEF с их ко-репрессо- 
рами.

Клетки линии C57MG из молочной железы отвечают на митоген­
ную стимуляцию ростовыми факторами EGF и FGF, но их частич­
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ная трансформация геном Wntl может заменить эти ростовые сиг­
налы. Белки Wnt способны индуцировать пролиферацию и транс­
формацию клеток in vitro и in vivo. Трансформирующая способность 
разных генов Wnt-семейства различна. Гены Wnt-За и Wnt-7a обла­
дают высокой трансформирующей способностью, Wnt-2, -5Ь и -7Ь 
менее эффективны. В конце этого списка стоят Wnt-4 и Wnt-5a, 
которые не обладают трансформирующей способностью.

Клеточная трансформация генами Wnt может происходить по 
паракринному механизму. Клетки, экспрессирующие Wntl, хотя сами 
не трансформируются, могут индуцировать трансформацию совмес­
тно культивируемых клеток-мишеней. В процессе клеточной транс­
формации гены Wnt могут кооперировать друг с другом и с другими 
онкогенами. Эксперименты с мышами, битрансгенными по генам 
Wntl и Int2 (член семейства ростовых факторов FGF), показали, что 
опухоли молочной железы у битрансгенных мышей (особенно сам­
цов), несущих оба гена, образуются чаще, чем у мышей, трансген­
ных по одному из этих генов. В течение 8 месяцев опухоли образова­
лись у всех битрансгенных мышей, но только у 15% мышей, 
трансформированных геном Wntl, и ни у одной мыши с геном Int2.

Экспрессия гена Wntl может быть активирована инсерционной 
мутацией. Около 40% опухолей с различным генетическим фоном 
несут инсерционную мутацию в гене Wntl. Активация этого гена 
может усилить экспрессию других генов семейства Wnt. Промотор 
гена Wntl содержит сайт связывания WIF-1 (Wntl-inducing factor l). 
Этот белок определяется в клетках эмбриональной карциномы, диф­
ференцирующихся по нейроэктодермальному пути под действием 
ретиноевой кислоты, и не определяется в клетках, дифференцирую­
щихся в мезодерму под действием диметилсульфоксида.

Поскольку эктопическая экспрессия Wnt-генов ассоциируется с 
пролиферацией, интересно было выяснить, не являются ли они 
мишеныо регуляции геном р53. У мышей, трансгенных по Wntl и 
р53-негативных, опухоли развиваются раньше, чем у р53-позитив- 
ных. Это наблюдение ясно указывает на регуляторную роль р53 в 
индукции пролиферации и канцерогенеза генами Wnt.

3.3. БЕЛКИ ТЕПЛОВОГО ШОКА В ПРОЛИФЕРАЦИИ, 
ДИФФЕРЕНЦИРОВКЕ И КАНЦЕРОГЕНЕЗЕ

Белки теплового шока (heat shock proteins, HSP) -  семейство 
белков, которые индуцируются в клетке в ответ на различные стрес-
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сы, такие как повышение температуры, воздействие тяжелых ме­
таллов, токсинов, бактериальных и вирусных инфекций. Эти белки 
получили свое название в связи в тем, что впервые были открыты в 
клетках дрозофилы, подвергшихся тепловому воздействию. Их эво ­
люционная консервативность, однотипная природа ответа у раз­
ных видов предполагают общий механизм, которым клетки справ­
ляются со средовыми стрессами. Вирусы и некоторые другие 
средовые факторы считаются этиологическими агентами канцеро­
генеза, следовательно, изучение HSP представляет интерес в кон­
тексте клеточной пролиферации и канцерогенеза. HSP ассоцииру­
ются с микротрубочками и участвуют в их сборке. Тепловой шок 
дезорганизует цитоскелет и влияет на его компоненты, такие как 
актиновые филаменты и микротрубочки, изменяющие клеточную 
морфологию, что может повлиять на пролиферацию и инвазивное 
поведение клеток.

Семейство HSP состоит из нескольких членов, которые называ­
ются по молекулярной массе их субъединиц (HSP15-30, HSP70, 
HSP90), и убиквитина, маленького по сравнению с другими члена­
ми семейства белка молекулярной массой 8 кДа, участвующего вме­
сте с протеосомой в протеолизе полипептидов. Значение белков 
теплового шока в контроле клеточной пролиферации связано с их 
функцией молекулярных шаперонов в свете их роли в регуляции 
белкового синтеза, в сборке, транспорте, стабилизации или, наобо­
рот, протеолизе ядерных белков, связанных с контролем клеточно­
го цикла, таких как р53, с-Мус, Е1А, c-fos и др. HSP тесно ассоци­
ированы с фазой клеточного цикла. Стимуляция роста митогенами 
или ростовыми факторами проявляется в синтезе HSP. Экспрессия 
HSP70 индуцируется при переходе клетки из фазы G1 в S-фазу и 
особенно в S-фазе.

Гены белков теплового шока наряду с генами c-fos, c-jun, геном 
р-актина, некоторыми генами среднераннего ответа на митоген­
ные сигналы относятся к мишеням трансрепрессорной функции 
транскрипционного фактора р53. Wtp53 подавляет экспрессию 
HSP70, но мутантный р53 является причиной его трансактивации. 
Онкобелки с-Мус и Е1А тоже активируют промотор гена HSP70. 
Транскрипционная регуляция гена HSP70 обусловлена цис-акти- 
вируюшим элементом с определенной нуклеотидной последователь­
ностью, известным как элемент теплового шока (heat shock clement, 
HSE), который расположен выше сайта начала транскрипции.

Белки теплового шока оказывают заметное супрессивное влия­
ние на клеточную трансформацию, которое является следствием
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образования комплексов с трансформирующими агентами. Напри­
мер, трансфекция гена HSP70 в клетки, трансформированные му­
тантным р53 и онкогенами Ras и Мус, супрессирует процесс транс­
формации. Комплексообразование между белками теплового шока 
и р53 встречается также в ряде опухолей, например, комплекс р53/ 
HSP70 обнаружен в первичных инвазивных карциномах молочной 
железы. Протеиновые комплексы рЗЗ/H SP могут образовываться 
как с wtp53, так и с мутантным р53, возможно, для того, чтобы 
улавливать и обезвреживать его. HSP70 супрессирует трансформа­
цию мышиных эмбриональных фибробластов мутантным р53. Эм­
бриональные фибробласты с фенотипом р53—/ — содержат в 1000 
раз больше белка HSP70, чем клетки с р53+/+. Известно, что HSP70 
интегрируется с \vtp53 или с мутантным р53, онкобелками с-Мус и 
EIA в механизме, контролирующем прогрессию клеточного цикла. 
Обнаружено специфическое комплексообразование мутантного 
инактивированного р53, не способного функционировать в нега­
тивном контроле прогрессии клеточного цикла, с белком HSP70. 
Связывание HSP70 с гипофосфорилированной формой Rb позво­
ляет клеткам входить в S-фазу, что свидетельствует о вовлеченнос­
ти HSP70 в контроль клеточного цикла.

Тепловой шок подавляет экспрессию гена h-M tsl, а в термоус­
тойчивой линии HTG, происходящей из меланомной линии В16- 
BL6, его экспрессия ингибирована конститутивно. Клетки линии 
HTG характеризуются 3-4-кратным усилением экспрессии HSP2S и 
заметным сокращением S-фазной фракции. Эксперименты показа­
ли, что HSP2S может быть ассоциирован с ингибицней клеточной 
пролиферации. Этот белок высоко экспрессируется в покоящихся 
кератиноцитах по сравнению с аналогичными пролиферирующими 
клетками. В митоген-стнмулированных В-лнмфоцнтах индукция 
HSP28 совпадает с пиком пролиферации и началом остановки рос­
та. Преходящее Повышение уровня HSP28 обнаружено в лейкозных 
клетках, индуцированных к дифферепцнровке ретиноевой кислотой, 
одновременно с остановкой роста. Изменения экспрессии HSP28 не 
ограничиваются изменением его уровня, но включают также состо­
яние фосфорилированности, которое возникает перед ингибицней 
роста. В индуцированных к дифферепцнровке клетках HL-60 белок 
HSP28 быстро фосфорилпруется. TGF(il и TNF также быстро увели­
чивают фосфорилирование белка HSP2S в фазе G I, когда клетки 
чувствительны к ингибиции роста этими факторами.

Экспрессия HSP27 в клетках опухолей молочной железы н шей­
ки матки в состоянии дифференцировки рассматривается как ин-
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дикатор хорошего прогноза. Это подтверждает ассоциацию HSP27 
с ингибицией клеточной пролиферации.

Все перечисленное свидетельствует, что р53 и белки теплового 
шока вовлечены в координированный контроль критической точ­
ки G1-»S.



Глава 4

АПОПТОЗ

4.1. ОБЩ ИЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ

В самообновляющихся тканях, таких как кожа, кишечный эпи­
телий и костный мозг, среднестатистического организма 50-70 млрд 
клеток ежедневно погибают путем программированной клеточной 
смерти из-за необходимости освободить место для миллиардов но­
вых клеток. Масса продуцируемых и параллельно обновляющихся 
в течение года клеток равна массе тела. В отличие от случайной 
клеточной смерти, вызываемой, например, травмой, эта физиоло­
гическая смерть осуществляется каскадом внутриклеточных проте­
аз из семейства каспаз и морфологически выражается в фрагмента­
ции клеток на окруженные мембраной тельца, которые подвергаются 
фагрцитозу соседними клетками без воспалительных реакций и 
рубцевания ткани.

Основной признак апоптоза — фрагментация ДНК Ca2+-Mg2+- 
зависимыми эндонуклеазами, расщепляющими ДНК в межнуклео- 
сомных сайтах на 180-200-нуклеотидные олигомеры, которая ви­
зуализируется в агарозном гель-электрофорезе в виде так называемой 
апоптозной лестницы. Апоптоз нуждается в синтезе РНК и белка и 
является следствием активации генетической программы естествен­
ной клеточной деструкции. Ряд генов, которые тесно связаны с 
клеточной пролиферацией и канцерогенезом, также ассоциирован 
с апоптозом, и, следовательно, регуляция этих процессов имеет 
общие механизмы. Дерегуляция контроля клеточного цикла может 
склонять клетку на путь апоптоза, а дерегуляция апоптоза — спо­
собствовать канцерогенезу.



Апоптоз -  это нормальный процесс элиминации лишних клеток 
в ходе развития, в поддержании гомеостаза, а также аутореактив­
ных иммунных клеток, клеток с нерепарабельными повреждения­
ми или представляющих по какой-либо причине угрозу для орга­
низма. Подобно циклу клеточного деления, механизмы апоптоза 
являются комплексной сетью блокаторов и индукторов клеточной 
смерти, действующих разнонаправленно в тонком равновесии для 
достижения надлежащего тканевого гомеостаза. Кбровый механизм 
апоптоза может быть редуцирован несколькими критическими бел­
ками, которые эволюционно консервативны и часто являются ми­
шенью вирусной эксплуатации. У млекопитающих эти кбровые ре­
гуляторы обычно существуют как мультигенное семейство гомологов, 
каждый из которых имеет собственный уникальный паттерн эксп­
рессии в разных тканях.

К стрессовым факторам, способным индуцировать апоптоз, от­
носятся облучение, ишемия, гипоксия, вирусная инфекция, а также 
удаление ростовых факторов. Дизрегуляция апоптоза может при­
вести к иммортализации клетки и раку или, наоборот, к нежела­
тельному усилению клеточной гибели, как при СПИДе и некото­
рых нейродегснеративных заболеваниях. Факторы, индуцирующие 
и репрессирующие апоптоз, приведены на рис. 4.1 и в табл. 3. 
Морфологические изменения клеток, претерпевающих апоптоз, 
включают потерю клеткой объема и спадение ее стенок, тогда как 
клетки, погибающие по механизму некроза, разбухают. Хроматин 
конденсируется, формируя мелкие диффузные образования, кото­
рые могут сливаться и мигрировать к ядерной мембране в виде круг­
лых плотных структур. Ядра часто расщепляются на мембраносвя­
занные тельца, которые могут содержать хроматин или не содержать 
его. Сама клетка может расщепляться на множество апоптозных 
телец, содержащих фрагменты ядра, или спадаться и превращаться 
в единичное круглое плотное апоптозное тело. Биохимические из­
менения при апоптозе включают специфическое расщепление ДНК, 
рибосомальной РНК и белков, повышение внутриклеточного уров­
ня ионов кальция, потерю митохондриального трансмембранного 
потенциала (у) и высвобождение из митохондрий цитохрома С, 
выделение фосфатидилсерина из внутренней плазматической мем­
браны. Общепризнанный биохимический индикатор апоптоза -  
расщепление ДНК на олигонуклеосомальпыс фрагменты. Набор 
этих морфологических и биохимических признаков апоптоза мо­
жет варьировать между клеточными типами и индуцирующими фак­
торами.
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Рис. 4.1. Апоптоз в гемопоэтических клетках.

В отличие от клеток, умирающих по неапоптозиым механизмам, 
характеризующимся повышенной проницаемостью мембран и раз­
буханием клетки, случайной деградацией хроматина и, наконец, 
клеточным лизисом, апоптозные клетки обычно остаются мембра­
носвязанными, что исключает воспалительную реакцию. Распоз­
навание апоптозных клеток фагоцитирующими клетками отчасти 
обусловлено выделением фосфатидилсерина во время апоптоза.

В настоящее время известен ряд примеров патологических из­
менений экспрессии и функции генов апоптоза, которые ответ­
ственны за дизрегуляцию апоптоза в раковой клетке, и те пути, 
которыми аберрантная регуляция этих генов способствует агрес­
сивному поведению опухолевых клеток. В частности, онковирусы 
способны инактивировать клеточные апоптозные гены.
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Таблица 3. Символы и термины для обозначения про- и антиапоптозных
факторов

Символ Ф у н к ц и я

Вс1-2 
Bcl-XL 
Bcl-w 
Mcl-1 
А1 (bfl-1) 
Boo/Diva 
NR-13 
Bap

Антнапоптозный фактор Вс12-семсйства

Bax
Bok/Mld
Bcl-Xs
Bak
Bid(Boxl)
Bik/Nbk
Blk
Hrk (Harakiri)/DP5
BimL/Bod
Bmf
Bad
BN1P3
Nix
Noxa
Puma

Проапоптозный фактор Вс12-семсйства

С4

it

Д ф п , Митохондриальный трансмембранный 
потенциал

A1F (apoptosis-inducing 
factor)

Белок, высвобождаемый из митохондрий апоптозной 
клетки

Apaf-l (apoptolic protease 
activating factor 1)

Активатор каспазы 3

Anoinocosia 1 йпоплазматичсский каспазоактивируютий комплекс, 
состоящий и з  цигохрома С. A paf-l. dATP и  прокаспазы 9

CAD (caspase-activated 
deoxvribonuclcasc)

Генерирует олигонуклсосомальные фрагменты

CARD (caspasc 
recruitment domain)

Касмазный домен для взаимодействия с A paf-l

Caspascs (cy stein 
aspartases)

Каспазы -  семейство протеаз, расщепляю щих белки 
по аспарагиновым остаткам на карбоксильном конце 
молекулы

cIAPl и 2 Антнапонтозныс белки, ингибиторы каспаз 3 и 7
CrmA (cytokine 
response modifier)

Вирусный белок Рох, псевдосубстрат каспазы 1 , 

ингибитор апоптоза



Апоптоз > 107

Цитохром С Митохондриальный белок окислительной 
цепи; высвобождаясь из митохондрий 
и связываясь с Apaf-1, активирует каспазу 3; 
высвобождение из митохондрий регулируется 
белками семейства Вс12

DD (death domain) Молекулярный модуль межбелкового взаимодействия в 
молекулах рецепторов смерти и хтаггторных белков

DcR's/Decoy receptors Белки, подобные рецепторам смерти, лишенные DD, 
связывают TRAIL, но не индуцируют апоптоз, могут 
быть утрачены в процессе 
хлокачествснной трансформации

DED (death effector 
domain)

Молекулярный модуль межбелкового взаимодействия в 
молекулах некоторых каспаз для связывания с лнгацд- 
акгивированнымн рецепторами смерти и адапторными 
белками

DISC (death-inducing 
signaling complex)

Каспазоактивирующий комплекс лиганд- 
активированных рецепторов смерти / адапторных 
белков и каспаз S и 10

FADD/MORT1 (Fas- 
associated death domain 
protein)

Адапторный белок, содержащий DD, через который 
он связывается с активированными рецепторами 
смерти, и DED, через который 
он связывается с прокаспазамн

Fas Рецептор Fas-L, в комплексе со своим лигандом 
индуцирует апоптоз

Fas-L (Fas liqand) Цитокин семейства TNF. индуктор апоптоза
c-FLIP (FADD-like 
interleukin-ip converting 
enzyme-like protease 
ingibitory protein) 
известен также под 
именами Casper, I-FLICE, 
CASH. CLARP. MR1T)

Белки, которые конкурируют с DED факторов 
FADD/MORT1.2; гнперзкспрессня FLIP защищает от 
DD-индуцированного апоптоза

GAS2 (growth arrest gene 
2)

Белок мнкрофнламентов, субстрат аноптозной 
деградации

Granzymc В Серинпротеаза цитотоксических Т-клеток и 
естественных киллеров

ICAD/DFF45 (inhibitor o f 
CAD/DNA fragmentation 
factor 45 kDa)

Ингибитор эндонуклеазной активности CAD

NA1P Ингибитор апоптоза
NO (nitric oxide) Эндогенный ингибитор каспаз
iNOS, eNOS, nNOS Ферменты -  катализаторы продукции N 0  

и его активных форм
PAK2/hPAK65 (p21- 
activated kinase)

Белок, проявляющий нроапоптозную активность 
после расщепления каспазами
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PARP (poly(ADP-nbose) 
polymerase)

Один из субстратов каспаз

TXFa Фактор некроза опухолей а ,  индуктор апоптоза
TRAF1 и 2 (TNF receptor- 
associated factor)

Адапторныс белки, активируемые TNF-рецспторами, 
передают сигнал к NF-kB

TRAIL/Apo2L Индуктор апоптоза, лиганд рецепторов смерти
TRAIL-R1/DRS/ DR4
ТКА1Е-К2Япск2/
KILLER

Рецептор смерти 
««

XIAP/HILPI/MILHA Ингибитор каспаз 3 и 7
z-DEVD-FMK (z-DEVD- 
fluoromethyl ketone)

Ингибитор каспаз

z-VAD-FMK (z-VAD- 
fluoromethyl ketone)

Ингибитор каспаз

4.2. МЕХАНИЗМЫ АПОПТОЗА

Каспазы. Эффекторное плечо апоптозного пути представлено се­
мейством внутриклеточных протеаз, называемых каспазами. Тер­
мин «каспаза» (caspase) отражает свойства белков данного семей­
ства: ♦с» подчеркивает цистеинпротеазный (cystein protease) механизм 
действия, «asp» -  способность расщеплять белки после аспартата 
(aspanic acid), «ase* указывает на каталитическую функцию. Иден­
тифицированы 13 каспаз. Каспазы 1-13 синтезируются как зимо- 
гены (неактивные проферменты), состоящие из аминотерминаль­
ного продомена и больш ой и малой субъединиц, но 
могут быть активированы протеолитическим расщеплением в кон­
сервативных сайтах (аспарагиновых остатках), генерирующим субъе­
диницы ферментативно активных протеаз. Каспазные продомены 
содержат модули межбелкового взаимодействия, которые облегча­
ют ассоциацию множества факторов, необходимых для каспазной 
активации в ответ на апоптоз-индуцируюшие стимулы. Активация 
требует протеолитического удаления продомена и формирования 
гетеродимера между большой и малой субъединицами. Каспазная 
активация завершается формированием тстрамера из этих гетеро­
димеров.

Активные протеазы представляют собой гстеротетрамеры, состо­
ящие из двух больших и двух малых субъединиц. Каспазы расщепля­
ют субстраты в аспарагиновых остатках и сами активируются рас­
щеплением в аспарагиновых остатках, таким образом, возникает 
протеолитический каскад. В соответствии с концепцией каскадного
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механизма активации каспазы делятся на инициаторные (каспазы 8 
и 10) и эффекторные (в основном каспазы 3, 6 и 7). Каспаза 9 слу­
жит медиатором митохондриального пути апоптозного сигналинга 
(рис. 4.2, см. вклейку). Инициаторные каспазы содержат большие 
аминотерминальные продомены, которые связываются с другими про­
теинами, вовлеченными в процесс запуска каскада. Все эффектор­
ные каспазы содержат малые продомены и активируются расщепле­
нием инициаторными каспазами. Необратимое расщепление 
специфических белковых клеточных субстратов эффекторными кас­
пазами опосредованно или непосредственно приводит к морфоло­
гическим изменениям, распознаваемым как апоптоз: характерной 
конденсации хроматина, ядерной фрагментации, сморщиванию клет­
ки, пузырчатости плазматических мембран и другим ультраструк- 
турным изменениям.

Продомены инициаторных каспаз содержат домен DED (death 
effector domain), которым они связываются с DED-доменом адаптор- 
ного белка FADD/MORT1 (Fas-assciated death domain protein). Это 
привлекает каспазу к лиганд-активированным рецепторам смерти на 
клеточной мембране, где формируется DISC-комплекс (death-inducing 
signaling complex) и происходит ее активация. Формирование DISC- 
комплекса запускается связыванием лигандов смерти (FasL, TNFa и 
TRAIL) с соответствующими рецепторами смерти. В настоящее время 
известны 6 рецепторов смерти: TNF receptor 1, Fas (CD95/APO-1), 
TRA1L-R1 (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1), TRAIL- 
R2 (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 2), TRAMP (TNF 
receptor-related apoptosis mediating protein), DR6 (death receptor 6).

Апоптоз может быть инициирован двумя альтернативными пу­
тями: связыванием лиганда смерти (например, CD95/FasL) с его 
рецептором (DR) на клеточной поверхности и через митохондрию. 
Оба пути приводят к активации инициаторных каспаз (каспаз 8 и 
10 в первом случае и каспазы 9 во втором).

Продомены других каспаз содержат домен CARD (caspase 
recruitment domain), посредством которого они связываются с фак­
тором Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) во время форми­
рования апоптосомы -  цитоплазматического каспазоактивирующего 
комплекса. В обоих случаях для каспазной активации требуется 
сборка мультифакторных комплексов, в которых происходит рас­
щепление прокаспазы. Рецепторы смерти содержат цитоплазмати­
ческие домены смерти DD (death domain), которые, связываясь с 
лигандом смерти, привлекают адапторные белки, содержащие до­
мены DD и DED. Взаимодействие DED-доменов адаптора и про-
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каспазы приводит к аутопротеолитической активации и включе­
нию каспазного каскада.

В ответ на апоптоз-иидуцнрующис стимулы, действующие через 
рецепторы смерти, каспаза 8 активирует (расщепляет) белок Bid 
(BoxI, член Вс12-семейства), который транслоцируется в митохон­
дрии и усиливает проапоптозный сигнал. В результате происходит 
высвобождение цитохрома С, который выходит из митохондрий в 
цитозоль и включает формирование апоптосомы. Апоптосома со­
стоит из цитохрома С, прокаспазы-9 и протеазоактивируюшего 
фактора белка Apaf-1, который может взаимодействовать как с про- 
касиазой-9, так и с ингибитором апоптоза белком Bcl-XL. В первом 
случае происходят расщепление и активация каспазы-9, которая 
затем активирует следующие каспазы, подобные каспазе-3, непос­
редственно расщепляющие белки, обеспечивающие жизнедеятель­
ность клетки. Во втором случае связывание Apaf-1 с Bcl-XL инги­
бирует этот процесс. Митохондриальный путь апоптоза может быть 
ингибирован на различных уровнях антиапоптозными белками се­
мейств Bcl-2 (Вс1-2 и Bcl-XL) и IAP (inhibitors of apoptosis proteins), 
которые в свою очередь ингибируются белком SMAC/DIABLO 
(second mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP binding 
protein with low pi). Другая возможность заключается в трансдукции 
сигналов выживания (ростовых факторов и цитокинов), которые 
активируют Р13К-путь. Протеинкиназа PI3K активирует АКТ-ки- 
назу, которая фосфорилируст и инактивирует Bad, проапоптозный 
белок Вс!2-семсйства (рис. 4.2).

Активация каспаз происходит в тех опухолевых клетках, в кото­
рых апоптоз индуцирован химиотерапевтическими агентами. Все 
традиционные цитостатики, а также рентгеновское облучение ис­
пользуют апоптозные пути для осуществления цитостатического 
действия. Следовательно, дефекты в регуляции апоптоза могут при­
давать опухолевой клетке резистентность к терапии. Известны при­
меры отсутствия экспрессии или мутационной инактивации спе­
цифических каспазных генов в опухолевых клетках человека.

Каспазы определяются почти во всех клеточных типах, но их 
экспрессия может быть дифференциально регулируемой в ответ на 
различные стимулы. Для некоторых каспаз определено множество 
вариантов альтернатииного сплайсинга и изоформ белка.

Субстраты каспазного протеолиза а шюптозпых клетках. Расщепле­
ние каспазами некоторых киназ (РАК2, изоформ РКС6 и 0, МЕКК.-1) 
придает им проапоптозные свойства. Мишенями каспаз являются 
также некоторые структурные белки, поддерживающие клеточную
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архитектуру, расщепление которых приводит к морфологическим 
изменениям, ассоциированным с апоптозом. Каспазы также расщеп­
ляют и инактивируют ингибиторы апоптоза (ICAD, Вс12 и Bcl-XL) и 
киназы, вовлеченные в антиапоптозный сигпалинг (Raf-I и Akt).

Каспаза 8 активируется рецептором FAS, а каспаза 9 -  цитохро­
мом С. Эти проксимальные каспазы активируют эффекторные кас­
пазы, исполняющие программу смерти, подвергая деструкции кле­
точные органеллы и геном. К аспаза-З-подобныс протсазЕЯ 
ответственны также за активацию цитоплазматической эндонукле­
азы CAD (caspase-activatcd deoxyribonuclease), которая расщепляет 
ДНК на олигонуклеосомальныс фрагменты. CAD находится в инак­
тивированном состоянии благодаря ассоциации с белком ICAD/ 
DFF-45 (inhibitor of CAD/DNA fragmentation factor). При индукции 
апоптоза ICAD подвергается расщеплению, CAD при этом активи­
руется, транслоцируется в ядро и там деградирует ДНК.

Семейство TNF-рецепторов. Наиболее изучены механизмы кас- 
пазной активации, вовлекающие семейство TNF-рецепторов, вклю­
чая TNF-RI (CD120a), Fas (CD95), DR3 (Wsl-1; Tramp), DR4 
(TRAIL-R1), DR5 (TRAIL-R2), DR6 и CAR-1, которые трансдуци- 
руют проапоптозные сигналы. Эти «рецепторы смерти» (DR -  death 
receptor) содержат цитозольный домен, известный! как домен смер­
ти, который ответственен за привлечение адапторных белков, та­
ких как FADD/MORT1, к рецепторному комплексу после связыва­
ния лиганда. Белок FADD/MORT1 содержит домен смерти и 
дополнительный домен межпротеипового взаимодействия, называ­
емый DED (death effector domain). Домен DED белка FADD/MORT1 
связывает каспазы 8 и 10, которые содержат его гомологи в своих 
продоменах. Олигомеризация каспаз приводит к траиспроцессингу 
зимогенов, обладающих низкой протеолитической активностью до 
того, как они полностью процессируются в активные каспазы. В 
ходе процессинга каспазы 8 происходят удаление DED-содержа­
щего продомсна и высвобождение активированной протеазы в ци­
тозоль, где она может расщеплять и активировать другие прокаспа- 
зы (рис. 4.3, см. вклейку).

Описано несколько механизмов резистентности клеток к апоп­
тозу, индуцируемому Fas и другими рецепторами смерти:

а) мутации в генах, кодирующих рецепторы;
б) подавление экспрессии рецепторов;
в) дефекты в путях апоптозиой сигнальной трансдукции.
DED-содержащпе ингибиторы передачи сигналов рецепторов

смерти идентифицированы у человека и других млекопитающих, а
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также у вирусов. Один из таких антиапоптозных белков, c-FLIP/ 
FLAME, является гомологом каспаз 8 и 10 и содержит DED, но 
лишен протеолитической активности. FLIP и другие антиапоптоз- 
ные белки D ED -семейства конкурируют с каспазами, вовлеченны­
ми в T N F -сигналинг, за связы вание с белком FADD/MORT1 и, 
следовательно, функционируют как трансдоминантные ингибито­
ры этих каспаз. Повышенная экспрессия белка FLIP ассоциирует­
ся с Fas-резистентностью в опухолях некоторых типов. Развиваю­
щаяся по механизму F as-L /Fas резистентность дает опухоли ряд 
преимуществ.

Во-первых, она позволяет опухолевым клеткам избегать цито­
токсического действия Т-клеток и естественных киллеров, которое 
обусловлено экспрессией на их поверхностной мембране Fas-ли­
ганда (Fas-L) и индукцией апоптоза в клетках-мишенях. Во-вто­
рых, она позволяет опухолевым клеткам экспрессировать Fas-L на 
собственной поверхности, не убивая при этом самое себя поаугок- 
ринному механизму Fas-L/Fas. Это так называемая опухолевая кон­
тратака, ответственная за индуцированную  опухолью гибель им­
мунных клеток, которая создает бреши в Т-клеточном репертуаре, 
убивая любые активированные Т-хелперы, в том числе способные 
распознавать опухолевые антигены . В-третьих, экспрессия Fas-L 
может также быть основным способом мигрирующих опухолевых 
клеток расчистить себе путь от других, нормальных, клеток. Кроме 
того, в некоторых, но, конечно, не во всех типах опухолевых кле­
ток цитостатики индуцируют апоптоз, усиливая экспрессию Fas-L, 
Fas или других лигандов и рецепторов семейства TNF, доставляя 
апоптозный сигнал через аутокринный механизм. Следовательно, 
резистентность к сигналам рецепторов смерти наделяет опухоле­
вые клетки химиорезистентным фенотипом. Интересно, что опу­
холевый супрессор р53 усиливает транскрипцию Fas и DR5, таким 
образом, становится понятной связь между рецепторами смерти и 
этим апоптоз-индуцирующим геном.

Фактор Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1). Еще один меха­
низм каспазной активации у млекопитающих зависит от фактора 
Apaf-1. У человека белок Apaf-1 имеет сложную структуру и участву­
ет в цитохром-С-зависимой активации каспазы 3. Молекула Apaf-1 
содержит домен, предположительно обладающий АТФ-связываюшей 
активностью, и N -терминальный домен, гомологичный продоменам 
каспаз 2 и 9. Первый предположительно участвует в олигомеризации 
и процессинге неактивной формы в активную, второй взаимодей­
ствует с продоменом каспазы 9 и индуцирует ее аутопроцессниг.
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Карбоксильный конец АТФ-связывающсго домена фланкирован 12 
тандемными копиями WD-домсна. Этот участок молекулы ф ункци­
онирует как негативный регулятор, который удерживает Apaf-1 в 
латентном, неактивном состоянии, предотвращая его связывание с 
каспазой 9. Существование этого негативного регуляторного домена 
предопределяет необходимость активационного этапа для взаим о­
действия с каспазами и индукции апоптоза. Цитохром С, связываясь 
с Apaf-1, снимает репрессию, налагаемую W D-доменами. В норме 
цитохром С имеет локализацию, ограниченную внутренностью мито­
хондрии. Он высвобождается в цитозоль после экспозиции клетки к 
различным проапоптозным факторам, включая химиотерапевтичес­
кие препараты, радиацию и удаление ростовых факторов. Роль Apaf-1 
в апоптозе, индуцированном радиацией и некоторыми цитостатика- 
ми, доказана в экспериментах на мышах, лиш енны х гена Apaf-1 
путем гомологичной генетической рекомбинации. Клетки таких м ы ­
шей проявляют резистентность к широкому кругу апоптоз-индуци- 
рующих агентов, но остаются чувствительными к Fas-опосредован­
ной клеточной смерти. И наоборот, ги п ерэксп ресси я Apaf-1 в 
трансгенных лейкозных клетках человека HL-60 является причиной 
повышенной чувствительности к апоптоз-индуцирующим противо­
опухолевым препаратам. Утрата экспрессии Apaf-1, при которой один 
аллель гена делегирован, а другой инактивирован гиперметилирова­
нием, характерна для метастазирующей меланомы.

4.3. ЭНДОГЕННАЯ РЕГУЛЯЦИЯ АПО П ТО ЗА

Семейство Вс12. Семейство клеточных белков Вс12 насчитывает 
17 членов. Ген Вс12 кодирует основной член данного семейства, 
антиапоптозный белок Вс12, который экспрессируется в клеточных 
типах, характеризующихся большой продолжительностью  ж изни: 
нейронах, гемопоэтических стволовых клетках и стволовых клетках 
дифференцирую щ егося эпителия кожи и киш ечника, а такж е в 
железистом эпителии, где гиперплазия и инволю ция контролиру­
ются гормонально. В большинстве случаев экспрессия Вс12 проис­
ходит в зонах, содержащих пролиферирующие клетки или клетки с 
большой продолжительностью жизни, т.е. его экспрессия оказы ва­
ет гомеостатическое влияние на численность клеточной популя­
ции. Экспрессия Вс12 продлевает жизнь В-клеток памяти и поддер­
живает долговременный иммунный ответ. Белок Вс12 ассоциируется 
в основном с внутренними и внешними мембранами митохондрий,
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но обнаруживается также на ядерной мембране и эндоплазмати­
ческом ретикулуме. Он супрессирует перекисное окисление липи­
дов, и его локализация связана с его функцией супрессора генера­
ции свободных радикалов. Высказывалась и противоположная точка 
зрения, что Вс12 функционирует как прооксидант.

Белки Вс12 содержат трансмембранный домен и до 4 консерва­
тивных последовательностей (домены ВН1-ВН4, Вс12 homology). 
Семейство Вс12 включает в себя субсемейства, несколько различа­
ющиеся функционально и структурно:

1) субсемейство Вс12 наиболее близких гомологов, содержащих 
2-4 ВН-домена (Вс12, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, А1/ВП-1), инги­
бирует апоптоз;

2) субсемейство Вах (Вах, Вак, Вок) промотирует апоптоз;
3) белки субсемейства ВНЗ содержат только домен ВНЗ и про- 

мотируют апоптоз (Bik, Blk, Hrk, BimL, Bad, Bid, BNIP3).
Белки семейства Bcl2 функционируют, формируя в зависимости 

от концентрации гомо- или гетеродимеры с другими членами се­
мейства через домены ВН. Если в избытке присутствует Вс12, фор­
мируются ингибирующие апоптоз гетеродимеры Вс12/Вах; если 
преобладает Вах, формируется гомодимер Вах/Вах и клетки стано­
вятся чувствительными к апоптозу. Аминокислотные замены в до­
мене ВН1 могут препятствовать гетеродимеризации между Вах и 
Вс12 и осуществлению функции Вс12 как ингибитора апоптоза. От­
носительный уровень Вах и Вс12 определяет судьбу клетки — апо­
птоз или жизнь, и димеризация различных компонентов — суще­
ственное событие в дифференциальной регуляции функции Вс12.

Вах подвергается избирательной димеризации и с другими бел­
ками семейства Вс12. Апоптоз, встречающийся во время инволю­
ции желез, регулируется индукцией белков Вах и Bcl-X(S). Белок 
Bcl-Х существует в двух формах: Bcl-X(L) и BcI-X(S), образующих­
ся в результате альтернативного сплайсинга мРНК. Bcl-X(L) инги­
бирует, a Bcl-X(S) промотирует апоптоз и противодействует Вс12- 
опосредованной ингибиции апоптоза. Клетки с высокой экспрессией 
Bcl-X(L) резистентны к апоптозу, индуцируемому повреждением 
ДНК химиотерапевтическими агентами. Белок Bad содержит пос­
ледовательность, гомологичную доменам ВН1 и ВН2 гена Вс12, и 
избирательно димеризуется с белками Вс12 и Bcl-X(L). Вытесняя 
белок Вах из комплекса Bcl-X(L)/Bax, он восстанавливает меха­
низм апоптоза.

Таким образом, белки семейства Вс12 проявляют широкий спектр 
активности от ингибирования апоптоза до его индукции. Образо-
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вание димеров обеспечивает механизм, которым контролируется 
гомеостаз клеточной популяции. Конкурирующие белки, сила и 
избирательность их связывания создают иерархию комплексов с 
апоптозной функцией. Один из альтернативных механизмов поте­
ри апоптоз-супрессирующей функции Вс12 обусловлен усиленным 
фосфорилированием.

Многие Вс12-родственные белки, включая Bcl2, Bcl-X(L) и Вах, 
локализуются во внешней мембране митохондрий. Вс12 и другие 
антиапоптозные белки способствуют выживанию преимуществен­
но связыванием с белком Apaf-1 во время формирования апопто- 
сомы, что предотвращает активацию финального звена в цепи эф­
фекторов апоптоза — каспазного каскада, но не ингибируют апоптоз, 
индуцированный рецепторами смерти.

Апоптоз ассоциируется с различными изменениями в митохон­
дриях, включая редукцию мембранного потенциала и высвобожде­
ние в цитоплазму цитохрома С и белка AIF (apoptosis inducing factor). 
Вс12-родственные белки включены в регуляцию этих изменений 
путем формирования пор (каналов) в мембране, через которые про­
исходит пассаж цитохрома С и AIF. При этом Вс12 и Bcl-XL инги­
бируют выброс цитохрома С, а Вах стимулирует, но Вс12 может 
ингибировать способность Вах формировать поры. Кроме того, Вс12 
и Bcl-XL могут связывать цитохром С непосредственно и вытеснять 
его из апоптосомы, предотвращая этим активацию каспаз.

Молекулы Вс12 и других родственных белков семейства Вс12 со­
держат от 1 до 4 функциональных доменов ВН (Вс12 homology) и 
домен FLD (рис. 4.4). Домены ВН1, ВН2 и ВН4 являются анти-

Регуляторная петля

Домен димеризации

Рис. 4.4. Молекула Вс12 содержит 4 домена Вс12-гомологии (BHI-4) и регуляторный 
домен FLD (flexible loop domain), в котором находятся сайт функционального фос­
форилирования серин-70 и сайт каспазного расщепления аспарагин-34.
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апоптозпыми, тогда как домен ВНЗ функционирует и индукции 
апоптоза.

Гиперэкспрессия белка Вс12 впервые была показана в фоллику­
лярных и диффузных лимфомах, каковому обстоятельству он и обя­
зан своим названием (В cell lymphoma 2), а позднее — во многих 
типах солидных опухолей. Однако при некоторых злокачественных 
и аутоиммунных заболеваниях повышенная экспрессия Вс12 не суп- 
рессирует индуцированный нитостатикамн апоптоз, следователь­
но, должны существовать другие факторы и(или) регуляторные 
механизмы, не связанные с уровнем экспрессии. Антмапоптозная 
функция Вс12 зависит от гетеродимеризации с родственным бел­
ком Вах, а мутации, нарушающие функцию гетеродимеризации с 
белком Вах, отменяют апоптоз-репрессирующую активность Вс12, 
но соотношение Вс12 и Вах не всегда коррелирует с химиорсзис- 
тентностыо. Оказалось, что статус фосфорилирования Вс12 изме­
няет его способность формировать гетеродимер с Вах: только нор- 
мальный (wild type -  «дикий тип») wtBc!2, но не мутант S70A 
(функционально неактивный, нсфосфорилируемый) способен ста­
бильно ассоциироваться с Вах. Таким образом, ингибирование апоп­
тоза протеином Вс12 регулируется событиями фосфорилирования /  
дефосфорилирования молекулы Вс12 протеинкиназами и фосфата­
зами соответственно.

Мультисайто вое фосфорилирование домена FLD (flexible loop 
domain) белка Вс12 сопряжено с клеточной смертью. Напротив, в 
цитокин-зависимых клеточных линиях цитокин-индуцированное 
фосфорилирование по серину-70 в домене FLD предотвращает апоп­
тоз (рис. 4.5, см. вклейку). Эти модели не являются взаимоисклю­
чающими, а отражают различия клеточного контекста. Во время ос­
тановки митоза сигнальная трансдукция фундаментально отличается 
от митогенного сигналинга, так как генная экспрессия редуцирова­
на, а ряд иротеинкиназ и регуляторных белков гиперфосфорилиро- 
ваны. Митоз ассоциирован с ингибииией функциональной актив­
ности Вс12 серин/треонннфосфатазой РР2А (protein phosphatase 2А). 
События фосфорилирования/дсфосфорилирования (активация/ин- 
гибиния иротеинкиназ и фосфатаз) радикально изменяют кле­
точные функции. Передача регуляторных сигналов (сигнальная 
трансдукция) в митозе уникальна и отличается от пнтерфазиой. 
В интерфазе клетка мониторирует внешние сигналы и передает их 
от клеточной мембраны в ядро, модулируя генную экспрессию и 
клеточный цикл. В митозе клетка мониторирует функционирова­
ние микротрубочек митотического веретена и сегрегацию хромо-
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сом. В митотической клетке ядра нет и транскрипция рсдуцирова- 
на или отсутствует. Сборка и функционирование митотического 
веретена зависят от фосфорилирования некоторых сигнальных бел­
ков по серину. Мутант Вс12 с заменой серина-70 на аспарагин (S70A) 
не фосфорилируется ими и не способен поддерживать клеточное 
выживание, а мутант с заменой ссрина-70 на глутамин (S70E), ко­
торый может имитировать фосфорилирование, даже сильнее суп- 
рессирует апоптоз, чем wtBcl2. Длительность фосфорилирования, 
различная при митозе и митотической остановке, играет ключевую 
роль в судьбе клетки. Одно и то же событие может служить сигна­
лом клеточной пролиферации и апоптоза в зависимости от клеточ­
ного и особенно экстраклеточного контекста.

Как уже говорилось выше, серин/треонинфосфорилирование 
молекул семейства Вс12 участвует в регуляции роста и апоптоза. 
При этом некоторые события фосфорилирования, индуцирован­
ные цитокинами, являются антиапоптозными, тогда как другие, 
запускаемые химиотерапевтическими агентами (например, такса- 
нами), ассоциированы со смертью клетки. Обратимое фосфорили­
рование Вс12 индуцируется в гематопоэтических клетках под дей­
ствием рост-промотирующсго цитокина IL-3. IL-3 индуцирует 
экспрессию Вс12 и супрессирует апоптоз через некоторые изофор­
мы протеинкиназы С (рис. 4.5, см. вклейку).

Фосфорилирование не изменяет продолжительность жизни мо­
лекулы и, следовательно, непосредственно влияет на ее функцию. 
Вс12 может быть фосфорилирован различными протеннкиназами, 
вовлеченными в различные внутриклеточные пути сигнальной транс- 
дукции. Физиологическая Вс12-киназа -  это РКСа из семейства 
протеинкииаз С (РКСа, (31, (311 и у), активируемая 1L-3. Она фос- 
форилирует Вс12 исключительно по серину в одних и тех же сайтах 
in vivo и in vitro, но только мутация S70A проявляется в нефосфори- 
лируемости Вс12 и лишает его функциональной активности при 
действии апоптоз-индуцирующнх агентов. Кроме 1L-3 и бриоста- 
тина, фосфорилирование Вс12 индуцируют таксаны, винкристпн, 
этопозид, долистатин (dolistatin), ретиноевая кислота и другие хи­
миотерапевтические агенты. Паклитакссл (paclitaxcl) индуцирует 
стабильное мультисайтовос (ссрин-87, треонин-69, серпн-70) ги- 
перфосфорилиронание Вс12, в отличие от динамического моносай- 
тового (серин-70) фосфорилирования, ассоциированного с есте­
ственным клеточным выживанием, и ингибирует антиапоптозную 
функцию; гипсрэкспрсссия экзогенного \vtBcl2 защищает трансген­
ные клетки от цитотоксического эффекта такса!юв. Деления доме-
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на FLD в молекулах Вс12 или BcI-XL проявляется в повышенной 
клеточной выживаемости in vitro, причем защищает от индуциро­
ванного паклитаксслом апоптоза лучше, чем трансген \vtBcl2.

Протсиикиназы главного митогенного сигнального пути ERK1 
(р44) и ERK2 (р42) и стресс-активируемые протсиикиназы (JNK/ 
SAPK, РКА, ASK) также фосфорилируют Вс12 in vitro. Фосфорили­
рование Вс12 усиливается при обработке клеточной культуры инги­
битором фосфатаз, в том числе физиологической Вс12-фосфатазы -  
РР2А (protein pliosphatase 2А), которая ко-локализуется с Вс12 на 
митохондриальной мембране. Быстрая и обратимая регуляция фос­
форилирования Вс12 является результатом баланса индукторов и 
ингибиторов Вс12-спсиифических протеинкиназ и служит сенсором 
соответствующих стимулов: благоприятные для роста условия акти­
вируют фосфорилирование Вс)2; неблагоприятные, апоптоз-инду- 
цируюшие условия побуждают церамид (и, возможно, другие нега­
тивные регуляторы) активировать дефосфорилирование Вс12.

Другие члены семейства Вс12 (Bad, Bcl-XL, M cll) также подвер­
жены фосфорилированию. IL-3 и эритропоэтин индуцируют фос­
форилирование Mcll и Bad в условиях, благоприятствующих росту, 
а паклитаксел приводит к мультисайтовому гиперфосфорилирова­
нию Mcll и Bcl-XL. Прямая или непрямая активация сигнальных 
протеинкиназ Aki, РКА и МАРК может вызывать фосфорилирова­
ние Bad по серину. Белок Bad проявляет проапоптозную актив­
ность при гетеродимеризации с Вс1-2 и Bcl-XL. Фосфорилирован- 
ный Bad связывается белком 14-3-3 и в таком виде уже не имеет 
доступа к митохондриальным Вс1-2 и Bcl-XL, что имеет антиапоп- 
тозный эффект. Нейтрализация фосфорилированной формы Bad 
белком 14-3-3 позволяет Вс1-2 и Bcl-XL связываться с Вах, что про­
является в предотвращении апоптоза. В процессе фосфорилирова­
ния Bad участвуют киназы Raf, Akt, РКА и Р13К.

При удалении ростовых факторов (IL-3) Bad дсфосфорилируется 
и прояадяет повышенное сродство к проапоптозному белку Bcl-XL. 
Связывание Bad с Bcl-X, является причиной высвобождения белка 
Вах из гетеродимера Bax/Bcl-X,. Таким образом, функциональная 
активность других членов семейства, подобно Вс12, динамически 
регулируется фосфорилированием, а цитокимовая стимуляция IL-3- 
подобными цитокинами может супрсссировать апоптоз.

Расщепление Вс12 и Вс1-Х, молекулярными ножницами -  проте- 
иназами семейства каспаз плияст на их апоптозную функцию. На­
пример, растепление Вс12 каспазой-3 по остатку аспарагина-34 в 
домене FLD превращает Вс12 в проапоптозную молекулу. Однако
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клетки, экспрессирующие мутантный Вс12, который имитирует фос- 
форилированное состояние, резистентны к TN Fa-индуцированному 
апоптозу; экспрессия такого мутантного Вс12 пролонгирована, по­
скольку он не поддается деградации протсосомами.

Фосфорилирование Вс12 может способствовать клеточной химио­
резистентности. Интактный ссрин-70 необходим для осуществления 
антиапоптоз!юй функции Вс12. Замена серина-70 на другую амино­
кислоту приводит к потере функциональной активности белка. Муга- 
ции Вс12 по серину-70 идентифицированы в опухолевых клетках па­
циентов с химиорезистентными неходжкинскими лимфомами и 
ассоциированы с транслокацией t( 14; 18). Вероятно, перенос гена Вс12 
в локус IgH может приводить к гипермутабельности Вс12, причем у 
всех пациентов мутации обнаружены в домене FLD. Следовательно, 
мутации в домене FLD гена Вс12 могут быть клинически значимыми. 
Высокий уровень экспрессии Вс12 выявлен во многих гематологичес­
ких опухолях, в том числе НХЛ, причем не только в фолликулярных, 
но и почти в 100% случаев лимфом из клеток мантийной зоны и в 
60% случаев плазмоцитом. Физиологическая Вс12-киназа РКСа, ко­
торая фосфорилируст его в регуляторном сайте ссрпн-70, является, 
как обнаружено в ретроспективных исследованиях, прогностическим 
фактором для пациентов с ОМЛ и ОЛЛ. Лейкозные клетки с фосфо- 
рилированным по серину-70 Вс12 проявляют более высокую резис­
тентность к химиотерапии. Новая терапевтическая стратегия может 
заключаться в попытке использовать ингибиторы РКС-заиисимых путей 
сигнальной трансдукции, чтобы блокировать фосфорилирование Вс12 
и тем самым лишить его антиапоптозной функции. ERK2 тоже может 
фосфорилировать Вс12 по серину-70. Взаимодействие между серин- 
треонин киназам и и апогггознымп компонентами представляет собой 
потенциальную мишень для химиотерапии.

Некоторые белки семейства Вс12 (Bad, Bik, Bid, Bim, Hrk) связы­
ваются с белками, супрессирующими апоптоз (Вс12, Bcl-XL, Bcl-W, 
Mcl-1, А1/ВП-1), и ингибируют их. Димеризация этих проапоптоз- 
ных белков с Вс12 или Bcl-Х, предотвращает взаимодействие послед­
них с Apaf-I и другие функции. Некоторые проапоптозные белки 
семейства Вс12 (Вах, Вак и Mtd/Bok) имеют самостоятельную цито- 
деструктивную функцию, отличную от их способности связываться 
с Вс12, Bcl-XL и другими антиапоптозными членами семейства. Ан- 
тиапоптозные гомологи Вс12 закодированы также в геноме герпес- 
вирусов, которые предположительно играют роль в канцерогенезе 
человека, например, вируса Эпштейна-Барр и вируса саркомы Ка­
лоши (гсрпесвирус 8).
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Структурное с\одст1Ю белков семейства Вс12 и переформирую­
щих доменов некоторых бактериальных токсинов подсказывает, что 
эти белки могут функционировать, по крайней мере отчасти, фор­
мируя каналы во внутриклеточных мембранах, где они обычно пре­
бывают, а именно в наружной мембране митохондрий, эндоплаз­
матическом ретикулуме и ядерной мембране. Известно, например, 
что белок Вах индуцирует выброс цитохрома С из митохондрий -  
свойство, аналогичное таковому структурно близкого дифтерийно­
го токсина. Наоборот, антиапоптозные белки семейства Вс12 пре­
дотвращают митохондриальные изменения, ассоциированные с 
апоптозом, и блокируют высвобождение цитохрома С.

Известно множество примеров изменения экспрессии как апоп- 
тоз-супресснруюших, так и апоптоз-индуцирующих членов семей­
ства Вс12 в опухолях человека. Наиболее известны структурные из­
менения, такие как транслокация t( 14; 18), которая активирует ген 
Вс12 в неходжкинских В-клеточных лимфомах, инактивирующие 
мутации гена Вах в опухолях толстой кишки, желудка и кроветвор­
ной системы и ретровирусные инсерции, которые активируют ген 
Bcl-XL при лейкозе. При транслокациях t( 14; 18)(q32;q21) разрыв в 
хромосоме 18 происходит в З'-нетранслируемой области гена Вс12. 
Т-клеточные лимфомы, в которых не встречается эта траислокацня, 
экспрессируют Вс12, хотя и на более низком уровне, чем В-клеточ- 
ныс. В большинстве случаев, однако, аберрантные уровни белков 
семейства Вс12 отражают изменения в сети транскрипционной и пост­
транскрипционной регуляции, контролирующей выработку продук­
тов этих генов.

Дисбаланс в соотношении анти- и проапоптозных членов семей­
ства Вс!2 в пользу выживания может придать клеткам опухоли рези­
стентность к широкому кругу индукторов клеточной смерти, в том 
числе практически ко всем химиотерапевтическим агентам, радиа­
ции, гипоксии, отделению клетки от ЭКМ, удалению ростовых фак­
торов, глюкозному голоданию, повышенному уровню цитозольного 
калышя, оксидантам, индуцирующему апоптоз опухолевому супрес­
сору р53 и повышенному уровню экспрессии онкогенов, таких как 
с-Мус и Вс1-1, которые управляют клеточным циклом, но могут так­
же промотировать клеточную смерть. Способность антиапоптозных 
белков Вс12-ссмейства блокировать клеточную смерть, индуцирован­
ную противоопухолевыми препаратами, позволяет считать их одним 
из типов белков мультилскарственной резистентности. В отличие от 
белков токсин-выволяшсй помпы семейства MDR.-1, гиперэкспрес­
сии Вс12 не препятствует накоплению лекарственных веществ в опу-
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холеных клетках. Вс12 также не устраняет повреждения, причинен­
ные лекарствами, и не изменяет уровень репарации, а просто пре­
дотвращает их перевод в клеточную смерть. Опухолевые клетки, ко­
торые содержат большое количество Вс12, испытывают на себе 
ингибирующее клеточный цикл действие цитостатиков, например, 
остановку синтеза ДНК или формирования микротрубочек во время 
митоза, но, несмотря на это, остаются жизнеспособными в течение 
продолжительного времени, что во многих случаях приводит к по­
вышению клоногенности. В целом Вс12 превращает цитотоксичес­
кий эффект противоопухолевых лекарств в только цитостатичсский.

Дополнительная связь между семейством белков Вс12 и ответом 
на цитотоксические вещества заключается в экспрессии белка Вах 
после успешной индукции апоптоза. Индукция экспрессии Вах после 
гснотоксического стресса приписывается транскрипционному фак­
тору р53, который связывается со специфическими элементами 
распознавания в промоторе гена Вах и непосредственно трансакти- 
вирует его. Ген-супрессор опухолей р53 не только контролирует 
прогрессию клеточного цикла, но и способен индуцировать апоп­
тоз, причем в этом случае он тоже функционирует как тран скрип ­
ционный фактор, непосредственно активирует экспрессию Вах и 
подавляет экспрессию Вс12, сдвигая этим баланс в сторону апопто­
за. Нарушение этой функции отрицательно сказывается на возмож­
ности р53-зависимой индукции апоптоза. Его антагонист ген mdm2 
может противодействовать р53-опосрсдованному апоптозу. Протек- 
тивный эффект протеина М DM2 имеет место только тогда, когда 
формируется комплекс MDM2/p53, т. е. он заключается в отмене 
функции р53 как транскрипционного фактора.

Опухолевые клетки, взятые у больного мислолейкозом M l, не 
экспрессирующие эндогенный р53, были трансфектированы тем­
пературочувствительным мутантным геном р53. Пермиссивная тем­
пература (32,5°С) индуцирует экспрессию р53 и апоптоз, но кине­
тика апоптозной индукции белком р53 медленнее, чем фактором 
TGF-fi. TGF-(3 подавляет экспрессию Вс12, а р53 индуцирует эксп­
рессию Вах. Нормальный белок р53 подавляет экспрессию Вс12 и 
стимулирует экспрессию Вах на уровне мРНК. Следовательно, р53 
и TGF-|3 индуцируют апоптоз различными путями, хотя TGF-p- 
оиосредованный апоптоз может управляться через гены GADD45 и 
MydllS, которые являются эффекторами функции гена р53. Транс­
крипция гена Вах может прямо активироваться белком р53, но по­
вышенной экспрессии одного Вах недостаточно для того, чтобы 
направить клетку по пути апоптоза.
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Способность радиации и химиотерапевтических агентов инду­
цировать экспрессию р53 и, следовательно, Вах может объяснить, 
каким образом некоторые опухоли с высоким уровнем белка Вс12, 
такие как неходжкинские лимфомы низкой степени злокачествен­
ности и мелкоклеточные опухоли легкого, первоначально хорошо 
отвечают на терапию. Однако клинический ответ недостаточен для 
полной эрадикашш всех опухолевых клеток, и рецидив неизбежно 
наступает. Обычно он ассоциирован с потерей функционально ак­
тивного р53.

Химио- и радиотерапия убивает клетки злокачественных опухо­
лей, в первую очередь индуцируя в них апоптоз. Антиметаболиты л 
ДНК-повреждаюшие агенты являются причиной клеточного стрес­
са, а ключевым элементом стресс-индуцированного апоптоза слу­
жит белок р53, который является транскрипционным фактором про- 
апоптозных белков семейства Вс12 и рецепторов смерти Fas, 
TRAIL-R1 и TRAIL-R2. Другой путь стресс-индуцированного апоп­
тоза активирует протсинкиназу SAPK/JNK, которая в свою очередь 
активирует транскрипционный фактор АР-1. К числу его мишеней 
относятся гены проапоптозных лигандов FasL и TN F-a.

Клинические коррелятивные исследования подтверждают, что 
высокий уровень экспрессии антиапоптозиых белков семейства Вс12 
придаст клинически значимый химиорезистенгный фенотип опу­
холевым клеткам при ОМЛ, ОЛЛ, ХЛЛ, НХЛ, ММ и опухолях пред­
стательной железы. Сравнение относительных уровней Вс12 и дру­
гих антиапоптозиых белков этого семейства до лечения и во время 
рецидива у пациентов с гемопоэтическими или солидными опухо­
лями показало очевидное усиление экспрессии Вс12 и селективное 
выживание тех опухолевых клеток, которые содержат более высо­
кий уровень Вс12.

Редуцированный уровень проапоптозных белков семейства Вс12 
ассоциирован с плохим ответом опухоли на химиотерапию и сокра­
щением продолжительности жизни пациентов с мегастазирующими 
опухолями молочной железы, опухолями толстой кишки и желудка с 
микросатсллишон нестабильностью. Хотя оценка генетической ак­
тивности семейства Вс12 в некоторых типах опухолей имеет прогно­
стическое значение, сложность распределения большого мультиген- 
пого семейства и множественность биохимических механизмов 
действия его белков ограничивают возможность клинического ис­
пользования этой информации и интерпретации ее биологического 
значения. Вероятно, поэтому повышенный уровень Вс12 далеко не 
всегда коррелирует с худшим прогнозом, а некоторые клинические
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исследования показывают, что экспрессия Вс12 сильно ассоцииро­
вана с благоприятным течением болезни.

Ингибиторы апоптоза. Клетки защищены от неразборчивой ин­
дукции смерти эндогенными ингибиторами апоптоза. Многие из 
них вовлечены в инициацию и прогрессию рака. Апоптоз, индуци­
рованный через рецепторы смерти, может быть ингибирован DED- 
содсржащим белком FLIP (FADD-like inhibitor protein), который 
конкурирует за домен DED адаптерного белка FADD/MORT1 (Fas- 
assciated death domain protein) и либо удаляет прокаспазу из комп­
лекса DISC, либо препятствует ее включению в него. Гиперэксп­
рессия FLIP обнаружена в метастазирующих меланомах человека.

Индуцированная рецепторами смерти активация каегшз может 
быть ингибирована экспрессией рецепторов для белка TRAIL (TNF- 
rclatcd apoptosis-inducing ligand), которые либо содержат усеченные 
нефункциональные DD-домсны, либо вовсе лишены их. Нейтра­
лизация TRAIL такими рецепторами предотвращает формирование 
DlSC-комплексов и TRAIL-индуцированный апоптоз. Многие кле­
точные опухолевые линии проявляют специфичную чувствитель­
ность к TRAIL-индуцировапному апоптозу, вероятно, по причине 
утраты рецепторов для TRAIL во время трансформации.

Оксид азота может непосредственно инактивировать многие кас- 
пазы нитрозмлированием каталитических цистеиновых остатков. 
Продукция оксида азота регулируется белками iNOS (индуцибель- 
пой иитрооксидсинтетазой) и cNOS.

Семейство белков 1АР. Протеины IAP (inhibitor of apoptosis protein) -  
группа эволюциопно консервативных супрессоров апоптоза, гомо­
логи которых идентифицированы у дрозофилы, нематоды 
Cacnorhabditis clegans, вирусов, мыши и человека. Механизмы их 
действия еще недостаточно изучены, идентифицирована только 
активность этих протеинов как ингибиторов каспаз, которую про­
являют некоторые IAP при непосредственном связывании с каспа- 
зами 3, 7 и 9. Семейство ингибиторов проапоптозных белков IAP 
включает NIAP (нейрональный IAP), XIAP (Х-сцепленный 1АР), 
IAPI, IAP2 и белок сюрвивин (survivin). Сюрвивин характеризуется 
уникальной структурой, так как, в отличие от других членов семей­
ства, содержит IAP-последовательность бакуловируса. Он регули­
рует прогрессию клеточного цикла в фазах G2/M, ассоциируясь с 
микротрубочками митотического веретена, и непосредственно ин­
гибирует активность каспаз 3 и 7. Кроме того, сюрвивин освобож­
дает циклинзависимую киназу Cdk4 от ее ингибитора белка р 16 и 
транслоцирует ее в ядро, где она инициирует вхождение клетки в
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S-фазу клеточного цикла. Клетки, в которых происходит гиперэкс- 
прсссия 1ЛР, защищены от апоптоза, индуцированного множеством 
стимулов.

Каспазы 1, 6 и 8 нс являются мишенью ингибирующего дей­
ствия IAP. Значение этой избирательности в том, что ингибирова­
нию подвержены каспазы, действующие в дистальной части апоп- 
тозного протеолитического каскада, которые функционируют как 
конечные эффекторы апоптоза, расщепляющие различные клеточ­
ные белки и ответственные за клеточную смерть. Мало известно об 
экспрессии большинства белков семейства IAP в нормальных тка­
нях и в опухолях. Описана гиперэкспрессия белка сюрвивина в 
значительной части опухолей человека, но не в нормальных тка­
нях, что является доказательством его участия в процессе канцеро­
генеза. Повышенный уровень сюрвивина ассоциирован с худшим 
прогнозом для пациентов.

Что определяет этап коммитирования, из которого клетка уже не 
может быть спасена, и какое значение имеют различные апоптозные 
белки, регулирующие этот этап? Блокирование апоптоза, индуциро­
ванного противоопухолевыми лекарствами, не обязательно тожде­
ственно блокированию его коммитирования. Обработка опухолевых 
клеток химиотерапевтическими препаратами однозначно проявля­
ется в протеолитическом процессинге каспаз и расщеплении их суб­
стратов, таких как полиаденозин-5'-дифосфорибозилполимераза. Хотя 
ингибирование каспаз низкоспецифичными ингибиторами обычно 
блокирует все признаки апоптоза, индуцированного противоопухо­
левыми веществами, во многих случаях такие поврежденные цитос- 
татиками клетки все-таки погибают в результате отсроченного (за­
медленного) некроза (рис. 4.6). Этой замедленной неапоптозной 
смерти предшествует (и, вероятно, действительно обусловливает ее) 
повреждение митохондрий, сопровождающееся высвобождением ряда 
митохондриальных белков, в том числе цитохрома С, прерыванием 
цепи электронного транспорта и продукцией свободных радикачов, 
потерей электрохимического градиента мембран и истощением пула 
АТФ.

Интересно, что хотя ингибиторы каспаз нс предотвращают ин­
дуцированное цитостатиками повреждение митохондрий и комми- 
тирование клетки к клеточной смерти, в некоторых случаях белки 
Вс1-2 и Bcl-XL могут предотвратить или редуцировать индуциро­
ванную клеточную гибель. Таким образом, как это следует из ре­
зультатов исследований, белки семейства Вс12 контролируют этап 
коммитирования клетки к смерти до индуцированной цуутосши-
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Рис. 4.6. Высвобождение цнтохрома С из митохондрии под действием цнтостати- 
ков может индуцировать и апоптоз, и некроз.
1 -  выброс цитохрома С блокируется белком Вс12; 2 -  Вс12 или его гомологи (Bcl-XL) 
также способны связываться с Apaf-1 и препятствовать активации каспаз.

ками активации каспаз. Вс1-2 и Bcl-XL могут предотвращать мито­
хондриальные изменения, ассоциированные с индуцированной 
цитостатиками клеточной смертью (выброс цитохрома С, потерю 
разности потенциалов и продукцию свободных кислородных ради­
калов), а Вах может индуцировать эти изменения посредством 
каспазонезависимых механизмов. Однако в контексте митохондри­
ально-зависимой клеточной смерти активация каспаз может конт­
ролировать митохондриальный этап коммитирования на путь апоп­
тоза активацией проапоптозных белков семейства Bcl-2 (Bid), 
инактивацией антиапоптозных белков (Вс1-2 и Bcl-XL) или обоими 
этими способами. Это создает возможность для развития цепной 
реакции, в которой повреждение нескольких митохондрий, сопро­
вождающееся выбросом цитохрома С и активацией каспаз, может 
индуцировать дальнейшее повреждение митохондрий и дальней­
шую активацию каспаз.



Помимо Вс12-зависимого пути активации каспаз, существует и 
Вс12-независимый. В клетках некоторых, но не всех типов апоптоз, 
запускаемый посредством Fas и других рецепторов смерти семей­
ства TNF, не блокируется гиперэкспрессией Вс12 или других анти- 
апоптозных членов семейства Вс12. Это означает, что данные ре­
цепторы смерти, непосредственно индуцируя активацию каспаз 
путем лиганд-зависимого привлечения прокаспаз, могут восстано­
вить блокированную белком Вс12 критическую точку контроля кле­
точного выживания, несмотря на то, что Вс12 и его гомологи на­
капливаются в митохондриях и других органеллах и остаются там в 
качестве интегральных белков.

Трудно предсказать, насколько важен Вс12-независимый путь 
активации каспаз в контексте клинического ответа на радио- и хи­
миотерапию, так как многие опухоли, если не большинство, в том 
числе гематологические, не используют опосредованный рецепто­
рами смерти аутокринный механизм запуска апоптоза. Даже апоп­
тоз, индуцированный через Fas, может быть блокирован гиперэкс­
прессией Вс1-2 или Bcl-XL в некоторых клетках, хотя и не во всех.

В клеточных линиях идентифицированы два типа клеточного 
контекста: Вс12-независимый, в котором комплекс Fas/Fas-L при­
водит к усиленному процессингу каспазы 8, и Вс12-супрессибель- 
ный, в котором Fas активно индуцирует активацию лишь малого 
количества каспазы 8. Суть этого различия сводится к тому, нужда­
ется или не нуждается каспаза 8 в митохондриально-зависимом этапе 
амплификации для достаточной активации эффекторных каспаз. 
Вс12 может блокировать каспаза-8-опосредованный апоптоз, если 
митохондриально-зависимая амплификация каспазного каскада 
необходима. При всем этом разделение этих путей не является аб­
солютным, и они могут пересекаться. Например, инициаторные 
каспазы могут индуцировать необратимое повреждение митохонд­
рий и выброс цитохрома С в ответ на активацию рецепторов смер­
ти на клеточной поверхности, a BcI-XL способен ко-иммунопреципи- 
тировать с неактивной формой прокаспазы 8 и не пропускать ее к 
комплексу Fas/Fas-L на плазматической мембране.

Важным фактором, влияющим на апоптоз, является полифункци- 
ональный транскрипционный фактор NF-кВ (nuclear factor кВ), ко­
дируемый геном REL (гомолог вирусного онкогена rcticuloendotheliosis, 
v-rel), который активируется ангиапопгозными сигналами, передава­
емыми с рецепторов смерти TRAF1 и 2 по Р13К-пути. В норме он 
находится в цитоплазме в латентном состоянии, в комплексе с инги­
битором 1кВ. Многие внешние стимулы, в том числе цитокины и
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цитостатики, разрушают этот гетсродимер, IicB подвергается фосфо­
рилированию и деградации протеосомами, и ДНК-связываюшая час­
тица NF-кВ мигрирует в ядро, где активирует гены-мишени, чьи про­
моторы содержат последовательности, известные как кВ-сайты. 
Гены-мишени NF-кВ можно разделить на 4 класса: 1) иммунорегуля- 
торные и воспалительные; 2) про- и антиапоптозные; 3) позитивные 
регуляторы пролиферации; 4) негативные регуляторы ативности са­
мого NF-кВ (IkB а  и (3). В зависимости от стимулов и клеточного 
констекста NF-кВ может активировать проапоптозные гены, такие 
как Fas/CD95, FasL и TRAlL-рецепторы, и антиапоптозные гены се­
мейств Вс12 и IAP и ингибитор каспазы-8 белок FLIP. Конститутив­
ная активация NF-кВ ассоциирована с несколькими аспектами кан­
церогенеза: бесконтрольной пролиферацией, предотвращением 
апоптоза, опухолевым ангиогенезом и метастазированием.

4.4. СВЯЗЬ АПОПТОЗА С ДРУГИМИ КЛЕТОЧНЫМИ 
ПРОЦЕССАМИ

Пролиферативный ответ клеток на действие ростовых факторов — 
нормальное физиологическое событие. Дерегуляция клеточной про­
лиферации в отсутствие таких стимулов в определенных условиях может 
вызвать апоптоз. Этот феномен получил название «смерть по умолча­
нию» (death by neglect). Восприимчивость клетки к апоптозу повыша­
ется при гиперэкспрессии протеинкиназ и других белков митогенной 
сигнальной трансакции, таких как с-Мус, Е1А, E2F, циклины и др. 
Например, онкоген с-Мус в присутствии ростовых факторов индуци­
рует клеточную пролиферацию, но если их действие заблокировано, 
то происходит апоптоз. Усиленная экспрессия с-Мус является индук­
тором экспрессии р53 и приводит к неконтролируемому клеточному 
росту в случае отсутствия активного р53, в норме индуцирующего апоп­
тоз. Регулятором эффекта с-Мус на р53 является белок Мс1-1, член 
семейства Вс1-2. Индукция Мс1-1 -  ранний этап ответа на поврежде­
ние ДНК. Помимо этого, активация р53 сопровождается его фосфо­
рилированием по серину-15 и приводит, как обычно, к повышению 
уровня ингибиторов пролиферации белков р21 и MDM2.

Ген Rb, который участвует в регуляции прохождения клеткой кри­
тической точки G 1—>S, ассоциирован с апоптозом, как и другие гены, 
имеющие отношение к клеточной пролиферации. Фосфорилирова­
ние Rb — ключ к его функции регулятора клеточной пролиферации. 
Гигюфосфорилированная форма Rb ингибирует клеточную проли-
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ферацию связыванием с E2F, мешая ему активировать гены клеточ­
ного цикла. Однако E2F, фосфоршшрованный специфичным Cdk- 
циклиновым комплексом, вытесняется из его комплекса с Rb, что 
приводит к дерепрессии генов клеточного цикла, имеющих E2F-cbh- 
зывающую последовательность в промоторе.

Другие Rb-связывающие белки (с-Мус, белок аденовируса Е1А 
и белок HPV Е7) индуцируют апоптоз, препятствуя осуществлению 
негативной регуляторной функции Rb. Клетки, в которых апоптоз 
индуцирован экзогенными факторами, характеризуются активаци­
ей ряда генов (с-Мус, c-jun, c-fos и Cdc2) одновременно с фосфо­
рилированием белка Rb. Мутантный Rb не способен связываться с 
его обычными партнерами, не способен и защитить клетку от апоп­
тоза. Обработка мышиных эмбриональных фибробластов метотрек­
сатом индуцирует р53, активацию Е2Р-индуцибельных генов и апоп­
тоз. Мышиные клетки, несущие температурочувствительный мутант 
р53, трансфектировали вектором, экспрессирующим человеческий 
ген E2F. Когда р53 экспрессировался при 32°С, трансфектанты 
подвергались усиленному апоптозу, что указывает на связь между 
Rb- и р53-путями апоптоза.

Экспрессия белка Вс12 дает аддитивный эффект в сочетании с 
другими онкогенами. Например, накопление р53 и экспрессия Вс12 
вместе означают худший прогноз, чем только р53. У с-Мус/Вс12- 
трансгенных мышей лимфомы развиваются быстрее, чем у мышей, 
трансгенных только по одному из этих генов.

Апоптоз-промотирующие гены рассматриваются как супрессо­
ры канцерогенеза. Среди них привлекает внимание ген Вах. Вах-а, 
альтернативно сплайсированный вариант Вах, экспрессируется на 
высоком уровне в нормальных тканях молочной железы и на срав­
нительно низком -  в опухолях молочной железы. Трансфектиро­
ванные геном Вах-а клетки опухолевых линий  приобретают 
чувствительность к цитостатику эпирубицину, обусловленную про­
моцией апоптоза. Экспрессия Вах сенсибилизирует опухолевые 
клетки к радиационно-индуцированному апоптозу.

Важно обращать внимание на пропорциональную экспрессию 
апоптоз-промотирующих и апоптоз-ингибирующих генов, что ил­
люстрирует наблюдение клеток, происходящих из ХЛЛ. В этих клет­
ках белки Вах и Вс12 не были непосредственно связаны с прогрес­
сией заболевания, но соотношение Вс12/Вах-а на уровне мРНК было 
выше в группе пациентов с прогрессирующей болезнью.

Индукция дифференцировки лейкозных клеток интерлейкином-6 
и дексаметазоном дифференциально модулирует экспрессию раз-
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ных генов семейства Вс12, подавляет экспрессию Bcl-XL и Вс1-2, 
усиливает экспрессию Вах.

4.5. КЛИНИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ ЗНАНИЯ МЕХАНИЗМОВ 
РЕГУЛЯЦИИ АПОПТОЗА

Исследование фундаментальных механизмов регуляции апоптоза 
и идентификация различных генов клеточного выживания, часто ак­
тивированных в опухолях, открывают широкие терапевтические воз­
можности. Например, агенты, которые препятствуют действию Вс12 
или других антиапоптозных генов, повышают чувствительность опу­
холи к химио- и радиотерапии и облегчают их противоопухолевое 
действие, предрасполагая клетки к смерти. Использование анти­
смысловых олигонуклеотидов к мРНК Вс12 у пациентов с рецидиви­
рующими и рефрактерными лимфомами дает обнадеживающие ре­
зультаты. Предпринимаются также попытки идентифицировать 
низкомолекулярные вещества, которые, связываясь с Вс12 или BcI-XL, 
имитируют эффект про-апоптозных трансдоминантных ингибитор­
ных белков, таких как Bad, Bik, Bim, Bid и Hrk.

Другой терапевтический подход направлен на белки семейства 
IAP и их взаимодействие с каспазами. Идея состоит в том, чтобы 
идентифицировать структуру веществ, которые блокируют связыва­
ние IAP с каспазами и тем самым активируют последние, чтобы 
убить опухолевую клетку. Выполнимость этого замысла показана для 
соответствующих белков дрозофилы. Аналогичную функцию могут, 
вероятно, выполнять и низкомолекулярные вещества непептидной 
природы.

Существует множество менее прямых подходов к изменению 
экспрессии или функции апоптоз-регулирующих генов и кодируе­
мых ими белков, например, создание веществ, способных ингиби­
ровать протеинкиназы, фосфорилирующие проапоптозные белки, 
или транскрипцию их генов. Некоторые протеинкиназы, напри­
мер, Akt, фосфорилируют и инактивируют отдельные проапоптоз­
ные белки семейства Вс12. Мишенью активированной Akt-киназы 
является компонент апоптозного механизма член Вс12-семейства 
белок Bad, а также проапоптозный фермент каспаза 9. Ингибиро­
вание фосфорилирования проапоптозных белков способствует их 
поддержанию в функционально активном состоянии.

Еще один подход касается антиангиогенной стратегии, так как 
направлен на Оур3-интегрин эндотелиальных клеток, чтобы лишить
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их сигнальных молекул выживания, необходимых мигрирующим 
эндотелиальным клеткам для супрессии апоптоза. Дело в том, что 
антагонисты ачр3-интегрнна уменьшают соотношение Вс12/Вах в 
эндотелиальных клетках. Таким образом, некоторые способы вли­
яния на сигнальную трансдукцию и клеточную адгезию могут пе­
ресекаться в точке, приходящейся на одно из ключевых звеньев 
механизма апоптоза.



Глава 5

МЕТАСТАЗИРОВАНИЕ

5.1. КЛОНАЛЬНАЯ ЭКСПАНСИЯ СУБПОПУЛЯЦИЙ 
ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК

Метастазы являются причиной смерти 2/3 пациентов с злокаче­
ственной опухолью. Понимание того, как опухолевые клетки осу­
ществляют метастатическое распространение, чрезвычайно важно 
для успешного лечения и предотвращения вторичного распростра­
нения. Метастазирование, как и лекарственная резистентность опу­
холевых клеток, способствует неуспеху лечения, но остается слабо 
изученным на биохимическом и молекулярном уровнях.

Метастазирование -  это комплексный процесс, который часто 
сопровождается дерегуляцией фаз роста и может быть описан как 
каскад физиологически определимых стадий (рис. 5.1). Диссемпна- 
ции опухолевых клеток способствуют: а) продукция опухолевыми 
клетками ростовых факторов или способность отвечать на них пара- 
кринным образом; б) васкуляризация опухоли; в) эмиссия клеток, 
опосредованная протеолитическими ферментами, продуцируемыми 
и секретируемыми опухолью в экстраклеточную среду; г) адгезия 
опухолевых клеток к базальной мембране сосудистой стенки, инва­
зия через базальную мембрану в кровеносные сосуды, попадание их 
в кровеносную или лимфатическую систему и далее в отдаленные 
области организма.

Клональная эволюция опухоли, в том числе формирование ва­
риантов с лекарственной резистентностью и вариантов с различ­
ной степенью и паттерном метастазирования не только представ­
ляет научный интерес, но и имеет непосредственное отношение к
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Рис. 5.1. Этапы опухолевой прогрессии.

лечению рака, так как предопределяет успех наших усилий. И пер­
вичные и вторичные (метастазы) опухоли являются моноклональ­
ными, но и в тех, и в других со временем происходит клеточная 
дивергенция. Это обусловлено феноменом генетической нестабиль­
ности, которая является основным источником генетического раз­
нообразия и клональной эволюции опухоли. Нарастание генети­
ческой нестабильности приводит к возникновению внутри опухоли 
субклонов с более агрессивным фенотипом. Клональная экспансия 
может зависеть от того, как опухолевые клетки отвечают на пара- 
кринные сигналы. Метастазы опухоли могут сами метастазировать 
в третичные сайты. Инвазивное и метастатическое поведение опу­
холи детерминировано аномальной экспрессией многих генов, в 
число которых входят онкогены, гены ростовых факторов и адгези­
онных молекул, гены-супрессоры метастазирования и другие, по­
этому развитие метастазов -  следствие взаимодействия множества 
онкобелков и кумулятивное проявление ряда изменений в спектре 
биологических свойств клетки.

Процесс метастазирования регулируется множеством генных про­
дуктов. Среди них рецепторы межклеточных и матриксно-клеточ- 
ных взаимодействий; протеолитические ферменты, которые облег­
чают разрушение и инвазию базальной мембраны сосудов и органов; 
факторы подвижности, которые позволяют опухолевым клеткам 
мигрировать сквозь ткани; рецепторы органоспецифичной инвазии; 
ростовые и ангиогенные факторы, способствующие гематогенному
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распространению метастатических клеток, неоваскуляризации мета­
статических опухолей, получению ими питательных веществ, удале­
нию метаболитов. В настоящее время известны несколько биохими­
чески и генетически различных семейств адгезионных молекул: 
кадерины, интегрины, адгезионные молекулы из суперсемейства 
иммуноглобулинов, селектины и клеточный детерминант CD44. 
Нарушения их экспрессии придают опухолевым клеткам метастати­
ческий потенциал и способствуют опухолевой прогрессии. Часто зат­
руднительно отнести специфическую функцию на счет конкретного 
фактора, так как возможно параллельное участие в процессе дегра­
дации экстраклеточного матрикса и промоции локальной и сосуди­
стой инвазии многих ферментов и кофакторов.

Различные фенотипы, возникающие во время опухолевой экс­
пансии, прекращают пролиферацию и распространение ad infinitum 
и подвергаются селективной эволюции. Например, они подвержены 
действию защитных механизмов, могут испытывать потребность в 
ростовых факторах и различаются по способности отвечать на них. 
Наиболее распространенные варианты отличаются более агрессив­
ным ростом и склонностью к метастазированию. Пролиферативная 
экспансия уравновешивается элиминацией путем переключения кле­
ток на путь апоптоза. Не все микрометастазы развиваются в метаста­
тические опухоли в отдаленных органах, т.е. они гетерогенны в этом 
отношении. Метастатические варианты могут иметь одинаковый 
уровень репарации спонтанных и индуцированных повреждений 
ДНК, но рахшчаться по точности репарации, в частности, воссое­
динения разрывов. Например, высокометастазирующие клоны про­
являют 60-90% точность сшивки, а низкометастазирующие — 24% 
точность.

Прогрессия опухоли может идти двумя независимыми путями: 
потеря гетерозиготности генов-супрессоров опухолей и накопле­
ние ошибок репликации (RER+, микросателлитная нестабильность) 
в результате мутаций в генах пострепликативной репарации. RER+- 
фенотип редко встречается в печеночных метастазах, если соответ­
ствующая первичная опухоль была RER", подтверждая, что микро­
сателлитная нестабильность (МН) — раннее событие канцерогенеза.

В то же время МН выявляется в 55% метастазов немелкоклеточ­
ных карцином легкого по сравнению с 12% первичных опухолей. 
МН — позднее событие в прогрессии опухолей желудка и встреча­
ется чаще на поздних, чем на ранних стадиях болезни, т.е. может 
быть ответственной за изменение функций генов, направляя опу­
холь на путь метастазирования. Анализ микросателлитных локусов
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в клетках карцином желудка показал, что МН более чем в двух 
локусах соответствует меньшему нодальному поражению, чем при 
МН менее чем в двух локусах. Кроме того, опухоли с МН более чем 
в двух локусах показывают большую лимфоидную инфильтрацию, 
т.е. проявляют менее агрессивное опухолевое поведение и означа­
ют лучший прогноз. Во многих случаях корреляция между МН и 
метастатической диссеминацией отсутствует.

Связь теломеразпой активности с опухолевой прогрессией. Тело- 
меры -  терминально локализованные области хромосом, которые 
существенны для поддержания функции и целостности хромосом, 
предохраняют их от фрагментации. Прогрессирующее укорочение 
теломер с каждым раундом репликации делает хромосомы неста­
бильными и приводит к незаконной рекомбинации и деградации 
хромосом. Потеря теломерной Д Н К  приводит к формированию 
«липких» концов, которые способствуют слиянию концов сестрин­
ских хроматил или слиянию с другими хромосомами с образовани­
ем дицентриков или кольцевых хромосом. Укорочение хромосом, 
наблюдаемое in vitro и in vivo, сокращает число циклов репликации 
и продолжительность жизни клетки, а экспериментальная элонга­
ция теломер продлевает ее. Теломерные ассоциации являются ха­
рактерным признаком потери теломерной Д Н К и приводят к апоп­
тозу.

Теломераза защищает клетки от апоптоза и промотирует иммор- 
тализашно. проявляющуюся в продолжающейся пролиферации, 
свойственной раковым клеткам. Теломераза представляет собой 
рибонуклеопротеиновый комплекс, который использует для синте­
за в качестве матрицы участок своей интегральной РНК,  компле­
ментарный теломерной ДНК (рис. 5.2, см. вклейку). Большинство 
соматических тканей!, в отличие от репродуктивных, не содержит 
теломеразу даже на фетальных стадиях развития. Теломсразная ак­
тивность не индуцируется пролиферацией в этих клетках.

Активность теломеразы зависит от стадии клеточного цикла. 
В S-фазе отмечается наиболее высокий уровень теломеразы, затем 
он снижается вплоть до неопределимого в клетках, синхронизиро­
ванных в фазе перехода G2->M. Это подтверждает вовлеченность 
теломеразы в профессию клеточного цикла и пролиферацию. Пред­
полагается, что укорочение теломер до критической длины активи­
рует ген р53. Теломераза стабилизирует теломеры, которые были 
бы слишком короткими в ее отсутствие (рис. 5.3, см. вклейку), при­
чем для выполнения этой функции необходимы две когти  гена 
теломеразпой РНК. Теломеразозависимая иммортализаиия клеток
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одновременно с инактивацией генов р53 или Rb приводит к про­
грессии опухоли к метастатическому состоянию. Тсломсразная ак­
тивность, как и утрата теломерной ДНК, ассоциирована с поздними 
стадиями болезни и неблагоприятным прогнозом, но не обнаружи­
вается на ранних стадиях, коррелирует с инвазивностыо и метаста- 
зированием.

Несмотря на множество фактов, указывающих на высокую кор­
реляцию теломеразной функции с опухолевой прогрессией, име­
ются сообщения, не подтверждающие ее. Ряд исследователей пока­
зали отсутствие корреляции активности теломеразы со стадией 
заболевания.

Эффективность проникновения опухолевых клеток сквозь эн­
дотелиальный барьер сосудов в значительной степени определяет 
успешность метастатической диссеминации. Инвазивность отчасти 
обусловлена пролиферативным потенциалом опухоли и секрецией 
спектра протеолитических ферментов. На экспериментальных жи­
вотных показано, что из нескольких миллионов клеток, которые 
первичная опухоль эмиттирует в сосудистую систему, только 0,01/6 
могут преодолеть иммунный и другие защитные механизмы орга­
низма хозяина и успешно формировать вторичные опухоли. Эта 
клеточная фракция должна снова преодолеть сосудистый барьер, 
чтобы попасть в паренхиму органа, в котором будет формироваться 
метастаз. Для роста опухолевой клетки во вторичную опухоль тре­
буется не только наличие адгезионных молекул на поверхности 
клетки и ферментов, ассоциированных с внутренней поверхностью 
клетки и влияющих на адгезию и межклеточные взаимодействия, 
но и оптимальные ростовые условия в паренхиме органа. Если они 
отсутствуют, то опухолевые клетки могут оставаться в органе как 
«спящие» микрометастазы.

Размер первичной опухоли — важный параметр клинического ста- 
дирования болезни, но прямая корреляция между ним и способнос­
тью к метастазированию отсутствует. Опухоли часто гетерогенны в 
отношении распределения фракций с различной пролиферативной 
активностью. Инфильтрирующие или инвазивные опухоли молоч­
ной железы, например, имеют более высокий пролиферативный ин­
декс, чем интрацуктальные компоненты. Хотя переход первичной 
опухоли к метастатическому состоянию сопровождается усилением 
пролиферации, пролиферативный пресс -  это только один из фак­
торов инвазивного поведения, так как есть примеры отсутствия вза­
имосвязи между размерами опухоли, пролиферацией и инвазивнос­
тыо. Другим фактором может быть активация генов, промотирующих
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метастатическое распространение, но существуют гены, контроли­
рующие оба процесса — пролиферацию и метастазирование.

5.2. РЕГУЛЯЦИЯ КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА 
И ОПУХОЛЕВАЯ ПРОГРЕССИЯ

Рак называют болезнью клеточного цикла. Накопление геном­
ных изменений проявляется в потере контроля клеточного цикла и 
ассоциируется с опухолевой прогрессией. Потеря функциональной 
активности многих генов-супрессоров пролиферации часто связа­
на с переходом в метастатическую стадию. Это утверждение спра­
ведливо и для главного «стража» генома — гена р53.

Ген-супрессор опухолей р53 индуцирует экспрессию некоторых 
ингибиторов, блокирующих активацию циклинзависимых киназ 
Cdk-активирующей киназой, и тем самым участвует в контроле 
клеточного цикла. Существуют указания, что другие гены, напри­
мер, ген h-Mtsl, доминантно ассоциированный с метастазирова- 
нием, подавляют функцию р53 и отменяют его контроль прохожде­
ния клеткой критической точки G l -> S.

Вторая критическая точка обнаружена на границе фаз G2 -» М, 
где клетки задерживаются, если они получили повреждение после 
вхождения в S-фазу. Изучение температурочувствительных мутан­
тов р53, проявляющих конформаиионно-зависимую активность «ди­
кого» типа, показало, что р53 контролирует также переход G2 -> М. 
Клетки фибросаркомы с мутантным геном р53, синхронизирован­
ные и облученные в фазе G1, останавливаются в точке G2 -> М, в 
отличие от клеток линий с \vtp53, которые проходят эту точку, так 
как радиационные повреждения были уже репарированы. Если клет­
ки с wtp53 были облучены в S-фазе, то они тоже останавливаются в 
точке G2 М. В контроле этой точки участвует ген  STMN 
(Stathmin), чыо экспрессию контролирует ген р53, причем р53 по­
давляет экспрессию гена STMN одновременно с остановкой кле­
точного цикла в фазе G2. Его продукт -  цитозольный фосфопроте- 
ин статмин взаимодействует с тубулином и вовлечен в динамику 
микротрубочек, ассоциированную с митозом. Он подвержен 
фосфорилированию MAP-киназой, а также циклинзависимыми ки­
назами в ответ на пролиферативные и дифференцировочные сиг­
налы. Переход клетки через точку G2 ^  М включает фосфорили­
рование специфических сайтов статмина циклинзависимыми 
киназами. Индукция дифференцпровки нервных клеток in vitro
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фактором роста нервов зависит от фосфорилирования статмина 
МАР-киназой.

Средняя длительность жизни пациентов с глиомой НСЗ не за­
висит от р53-статуса, но 5-летняя выживаемость составила 46% в 
р53-негативной группе и 21% в р53-позитивной. Эти данные ин­
терпретированы таким образом, что субпопуляция, иссушая спе­
цифическую мутацию, впоследствии развивается в агрессивную 
опухоль ВСЗ, что подтверждается высокодостовермой корреляцией 
между первичными и рецидивирующими глиомами по р53-статусу, 
т.е. первичные опухоли НСЗ с мутантным р53 рецидивировали как 
анапластические глиомы. Глиомы НСЗ и ВСЗ различаются по типу 
мутаций гена р53: опухоли НСЗ были гетерозиготны по р53, а в 
опухолях ВСЗ оба аллеля были мутантными. У больных с опухоля­
ми толстой кишки аномалии р53 ассоциируются с метастазами в 
печень.

Соматические мутации р53 чаще происходят на поздних этапах 
канцерогенеза, ассоциированы с лимфатической и васкулярной 
инвазией, опухолевой прогрессией и клинически агрессивным по­
ведением опухоли.

Ген mdm2 и опухолевая прогрессия. Высокая экспрессия mdm2 и 
окрашивание на р53 в одной и той же опухоли коррелируют с низ­
кой выживаемостью пациентов. При лейомиосаркоме аномалия 
одного из них ассоциируется с более поздней стадией болезни. При 
саркоме Ewing амплификация mdm2 ассоциируется с метастазиро- 
ванием. В метастазирующих опухолях был также ко-амплифициро- 
ван ген Cdk4, поэтому трудно оценить значение амплификации 
определенного онкогена в метастатическом процессе. То же можно 
сказать и об опухолях молочной железы, в которых выявляется ко- 
амплификацмя генов mdtn2, Wnt2, Мус, Ras, erbB2, р53 и других.

Повышенная экспрессия гена mdm2 коррелирует с утратой при­
знаков дифференцировки при липосаркоме, предзлокачественных 
и злокачественных поражениях слизистых оболочек ротоглотки.

Трансакпшвация генов рецепторов ростовых факторов белком р53. 
Экспрессия рецептора эпидермального ростового фактора считает­
ся индикатором злокачественности при некоторых формах рака у 
человека. Высокая экспрессия EGFR часто сопровождается анома­
лиями р53. Такая корреляция обнаруживается при карциноме пи­
щевода, молочной железы, мочевого пузыря и адсносаркоме же­
лудка.

GADD (growth arrest and DNA damage inducible) -  семейство 
генов, индуцируемых повреждениями ДНК и ассоциированных с
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супрессией роста. Ген GADD45 имеет р53-свизынающий элемент в 
3-м нитроне, и его транскрипция попытается при повреждении 
ДНК. Активация \vtp53 индуцирует GADD45, p2I, mdm2. Очевид­
но, р53 регулирует два различных типа генов в порядке выполне­
ния своей функции задерживания клетки с поврежденной ДНК в 
точке GI —>S и снятия ипшбииии по завершении реп ар ац и и  ДНК. 
GADD45 -  ядерный белок, экспрессирующийся в нормальных тка­
нях, особенно в покоящихся клеточных популяциях. Его экспрес­
сия высока в фазе GI, по редуцирована в S-фазе. Еще один общий 
с другими р53-рсгулируемыми генами признак — способность вза­
имодействовать с PCNA -  компонентом комплексов репликации и 
репарации ДНК и с ингибитором пролиферации белком р21.

Транскрипционный ответ генов GADD45, р21 и mdm2 на иони­
зирующую радиацию, как показано в нескольких клеточных лини­
ях человека, приблизительно одинаков и р53-зависим. Агенты, уси­
ливающие радиочувствительность, повышали, а кофеин ингибировал 
индукцию GADD45 и р21 радиацией. GADD45 и р21 показали сход­
ный рост-супрессируюший эффект. При атаксии-телеангиэктазии, 
когда радиошщукция гема р53 замедлена, транскрипция GADD45 
и р21 также замедлена. \Vtp53 может модифицировать экспрессию 
других негативных регуляторов роста.

Митогенный сигнал, проводимый иисулиноподобным ростовым 
фактором 1 (IGF-1), ингибируется IGF-связываюшим протеином 3 
(IGF-BP3), экспрессию которого также индуцирует \vlp53.

Ассоциированный с метастазировшшем ген h-Mtsl. Название гена 
h-MtsI отличает ею от опухолевого супрессора MTS, продукт кото­
рого р16/1NК4 ингибирует миклии-О-заиисимую киназу Cdk4. 
Повсеместно экспрессирующийся в нормальных пролиферирующих 
тканях белок h-Mtsl относится к семейству низкомолекулярных 
белков S100. формирующих гомо- и гетеродимеры из а- и р-субъс- 
диииц и содержащих множественные копии кальций-снизываюшен 
области с обшей структурной калышй-связываюшсй последователь­
ное! ыо, известной как EF-мотив. Обычно EF-мотив состоит из 
12-аммнокислотной петли, фланкироианной двумя а-спирапямн. 
EF-содсржашие белки участвуют в кальций-сишалыюй трансдук- 
Ш1И и контролируют кальиий-заиисимыс процессы, некоторые из 
них взаимодействуют с другими клеточными белками кальций-за- 
висимым образом и регулируют их биологическую активность. Об­
наружены две альтернативно еплайсирусмыс формы белка h-Mtsl, 
которые дифференциально экспрессируются в нормальных и опу­
холевых тканях. Гипсрэкспрессия p2IRas, обсспсчинаюшая непре-



Мегасталфоваиие А- 139

рывный сигнал для клеточной пролиферации и онкогенной транс­
формации, усиливает экснрсссию белков SIO0, в том числе h-Mtsl. 
Функция h-Mtsl в метастатической прогрессии рака связана с ею 
участием в сигнальной трансдукнии ростовых факторов и клеточ­
ной подвижности.

Калышй-связывающие белки семейства S100 обслуживают не­
сколько важных физиологических функций. Их экспрессия тесно 
ассоциирована с прогрессией клеточного цикла. Несколько членов 
этого семейства, например, SlOOfi, калышклин (caleyclin), h-Mtsl и 
др., экспрессируются на специфических стадиях клеточного цикла. 
h-Mtsl является р53-свизываюшим белком. Эти два белка функци­
онируют координированно в контроле опухолевого роста, инвазии 
и метастазнрования. Детекция р53 увеличивается и уменьшается 
параллельно понижению и повышению экспрессии h-Mtsl. При 
повышении уровня h-Mtsl уровень р53 падает, h-Mtsl промотирует 
деполимеризацию тубулииа и передает сипит к переходу GI->S. 
Усиление экспрессии h-Mtsl приводит к большей деформируемос­
ти мембран и тем самым усиливает инвазивность. Преобладание 
р53 снижает уровень h-Mtsl, приводя к ингибированию деполиме­
ризации тубулииа, и останавливает клетку в G1. Корреляция эксп­
рессии р53 и h-Mtsl, по-видимому, обусловлена формированием 
комплекса и вследствие этого стабилизацией р53, позволяющей 
определять его иммуногнстохнмически. Это комплексообразовапие 
препятствует реализации нормальной функции р53 останавливать 
клетки в фазе G1. Повышенный уровень белка р53 определяется, 
когда он формирует комплексы с другими макромолекулами, кото­
рые приводят к его стабилизации.

В опухолях зависимость экспрессии белка h-Mtsl, ассоцииро­
ванного с инвазивным и метастатическим поведением опухолевых 
клеток, от фазы клеточною цикла сохраняется: высокий уровень 
его экспрессии отмечается в S-фазной фракции каршшомных кле­
ток. Клеточные линии человека опухолевого происхождения, в ко­
торых h-Mtsl конститутивно экспрессируется на высоком уровне, 
в большей степени состоят из клеток в S-фазе по сравнению с ли­
ниями с низким уровнем h-Mtsl. Введение экзогенного h-Mtsl в 
клетки мышиной меланомы индуцирует их переход из фазы G1 в 
S-фазу и параллельно увеличивает накопление р53, позволяя пред­
положить, что переход G I —>S индуцирован инактивацией р53 в ре­
зультате его связывания белком h-Mtsl. Опухолевые клетки с по­
вышенным уровнем h-Mtsl показывают усиленное мстастазированпе 
в легкие.
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Еще один член семейства S100 — белок S100A4 проявляет силь­
ную корреляцию с метастазами в лим ф атических узлах, низкой 
дифференцированностью опухолевых клеток и смертностью боль­
ных карциномой молочной железы, причем анти-S 100А4-антитела 
окрашивают не только опухолевые, но и стромальные клетки и 
лимфоциты.

Кооперация Rb и р53 в регуляции клеточного цикла. Инактивация 
гена Rb наблюдается при прогрессии опухоли. Например, мутации 
гена Rb отсутствуют в неинвазивных опухолях мочевого пузыря НСЗ, 
но присутствуют в 85% инвазивных опухолей ВСЗ. Поскольку Rb и 
р53 ассоциируются с супрессией перехода клеточного цикла в 
S-фазу, следует ожидать их кооперативного влияния на рост и про­
грессию опухолей, когда оба гена экспрессируются в инактивиро­
ванной форме или отсутствуют вследствие делеции. Аномалии од­
ного или обоих генов проявляются в значительном повышении 
пролиферативного индекса опухоли по сравнению  с опухолями, не 
несущими таких аномалий, причем аномалии этих генов наиболее 
распространены в поздних стадиях заболевания.

Циклимы как онкогены в прогрессии клеточного цикла. Инициа­
цию синтеза ДНК и митоз контролируют два ключевых фермента: 
циклинзависимая протеинкиназа, содержащая регуляторную субъе­
диницу из семейства киназ, контролирующих клеточное деление 
(p34Cdc2 -  cell division control 2), и ингибитор Cdk. Образование 
комплекса из Cdk, Cdc2 и циклинов обеспечивает проведение регу­
ляторного сигнала, необходимого для прогрессии клеточного цик­
ла. Наиболее хорошо охарактеризован р34Сбс2-киназно-циклино- 
вый комплекс, известный как S-фазный промотирующий фактор. 
В состав этого комплекса входит циклин В, который синтезируется 
во время S-фазы. В фазе G2 образование комплекса Cdc2 с цикли- 
ном В индуцирует фосфорилирование треонина-161 в молекуле ки­
назы, необходимое для ее активации. Ферментативная активность 
Cdc2 подавляется фосфорилированием треонина-14 и тирозина-15 в 
АТФ-связывающем сайте во время перехода S->G2. Когда ингиби­
рующие фосфаты удаляются из комплекса С 6с2/цнклии  В, киназа 
активируется и направляет клетку через границу G 2/M  в митоз. 
Клетка выходит из митоза при деградации циклина В убиквитином 
и происходящей при этом инактивации p34Cdc2.

Циклины фазы G1 также формируют комплексы и активируют 
киназу p34Cdc2, что обеспечивает передачу сигнала к переходу клет­
ки из фазы G1 в S-фазу, индуцируя репликацию ДН К. Этот пере­
ход негативно регулируется белком р53, который индуцирует р21,
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ассоциирующийся с циклиповым комплексом и ингибирующий его 
функцию. Отмена функции р53 может достигаться его собственной 
инактивацией, а также отсутствием его молекулярных мишеней. 
р53 взаимодействует с p34Cdc2 in vivo, и Сс1с2-киназа фосфорили- 
рует его серин-315. Аналогичным образом белок Rb также является 
субстратом Сс1с2-киназы. Таким образом, инактивация p53/Rb мо­
жет осуществляться путем мутаций, фосфорилирования или связы­
вания вирусными либо клеточными онкобелками и приводит к пе­
реходу клетки из фазы G1 в S-фазу.

В свете значения для регуляции клеточного цикла циклины игра­
ют важную роль в неопластической трансформации и прогрессии. 
Циклины фазы G1 можно рассматривать как онкобелки. В клетках 
В-клеточных лимфоидных опухолей встречается реципрокная хро­
мосомная транслокация t(l I;14)(ql3;q32), которая активирует ген 
циклина D1 Bcll/PRADl. Амплификация локуса llq l3 , в котором 
находится ген Bcll/PRADl, позитивно коррелирует с метастазами в 
лимфатические узлы, укороченной ремиссией при раке молочной 
железы и является фактором прогноза пониженной выживаемости.

Повышенная экспрессия циклина D1 описана при НХЛ из кле­
ток мантийной зоны, плоскоклеточной карциноме головы и шеи, 
гепатоклеточной карциноме, карциноме толстой кишки и молоч­
ной железы. Она встречается как раннее событие и сохраняется 
при прогрессии опухоли к метастатической стадии. При ларинге­
альной карциноме амплификация гена циклина D1 ассоциируется 
с метастазами в лимфатические узлы. При гепатоклеточной карци­
номе она ассоциируется с высокой скоростью роста и агрессивно­
стью заболевания. Таким образом, дерегуляция циклинов может 
быть вовлечена не только в трансформацию, но и в опухолевую 
прогрессию.

Белки теплового шока при раке и их прогностическое значение. 
Высококонсервативные стрессовые белки, так называемые белки 
теплового шока (heat shock protein, HSP), повсеместно экспресси­
руются во всех клетках организма. Функция HSP как молекуляр­
ных шаперонов (chaperones) заключается в поддержании правиль­
ной упаковки и пространственной организации белков, а также в 
их участии во внутриклеточном транспорте. HSP соединяются с 
разнообразными пептидами, возникающими в процессе внутрикле­
точной деградации белков, в том числе с антигенными пептидами 
из опухолевых клеток. Подобно молекулам главного комплекса ги­
стосовместимости, HSP принимают участие в формировании врож­
денного и адаптивного иммунитета и могут использоваться в созда-
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ним новых вакцин для иммунотерапии рака. В качестве молекуляр­
ных шаперонов для антигенных пептидов опухолевого происхож­
дения HSP способствуют их иммунному распознаванию цитоток­
сическими Т-лнмфоцитами и наоборот, экспрессируются на самих 
опухолевых клетках для преодоления стрессовых факторов, с кото­
рыми сталкивается опухоль (лишение нутриентов, кислорода, ан- 
тиопухолевый иммунный ответ).

Таким образом, белки теплового шока способствуют клеточно­
му выживанию в непермиссивных условиях, возникающих при дей­
ствии средовых и патофизиологических стрессовых факторов. Они 
могут переправлять белки через внутриклеточные мембраны и вы­
зывать иммунный ответ, способствуя эффективной антигенной 
презентации. Это подтверждается наблюдением, что иммунный ответ 
на р53 был только у тех пациентов, у которых обнаружены комп­
лексы p53/HSP70. И наоборот, пациенты, не имеющие антител к 
р53, не содержали комплексов p53/HSP70. Кроме того, белки теп­
лового шока могут быть вовлечены в транслокацию клеточных бел­
ков, участвующих в поддержании клеточной формы и межклеточ­
ной адгезии. HSP70, например, связы вается с актиновыми 
микрофиламентами, вовлечен в димеризацию тубулина. Белки, об­
ладающие способностью промотировать цитоскелетную деполиме­
ризацию, такие как h-Mtsl, привлекаются белками теплового шока 
к месту сборки микротрубочек, составляющих цитоскелет, которые 
увеличиваются во время митоза. Экспрессия белка Hsp70, который 
участвует в межпротеиновом взаимодействии, в том числе с онко­
белками, негативно коррелирует с тяжестью заболевания и мета- 
стазированнем в лимфатические узлы, а также по результатам муль- 
тивариантного анализа является независимым прогностическим 
фактором выживаемости пациентов. Один из механизмов опухоле­
супрессорной функции этого белка заключается в презентации 
Т-лимфоцитами CD8+ опухолеспецифичных антигенов.

Примечательно, что экспрессия белков теплового шока негатив­
но коррелирует с экспрессией рецептора эпидермального ростово­
го фактора, т. е. изменение экспрессии белков теплового шока мо­
жет быть одним из событий, ассоциированных с прогрессией 
опухолей молочной железы. Пациенты с опухолями p53~/HSP+ 
имеют большую общую выживаемость, чем пациенты с опухолями 
P53-/H SP-.

Роль экспрессии белков теплового шока в опухолевых клетках 
неоднозначна. Экспрессия значительно выше в циркулирующих 
опухолевых клетках пациентов с ОМЛ, чем пациентов с ХМЛ, и в
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обоих случаях выше, чем в мононуклеарах здоровых людей. Эксп­
рессия Hsp27 в опухоли желудка IV стадии коррелирует с выжива­
емостью пациентов и может служить фактором прогноза возникно­
вения метастазов в лимфатических узлах. Повышенный уровень 
высокомолекулярных белков теплового шока описан также при раке 
легкого и предстательной железы, но считать экспрессию белков 
теплового шока маркером опухолевой прогрессии и инструментом 
для прогноза преждевременно.

5.3. АПОПТОЗ В ОПУХОЛЕВОМ РОСТЕ 
И М ЕТАСТАЗ И РО В А! IИ И

Широкий спектр биологических процессов, включающий в себя 
клеточный рост, дифференцировку и морфогенез, показывает аб­
солютную зависимость достижения гомеостаза от кинетики размно­
жения клеточной популяции путем либо регуляции клеточного ро­
ста, либо регуляции апоптоза, либо их комбинации. Дерегуляция 
этих механизмов приводит к популяционной экспансии, которая 
характеризует опухолевый рост и развитие метастазов. Размер пер­
вичной опухоли связан с ее биологическим поведением. Если кле­
точный рост в месте метастатического депонирования остается под 
безупречным контролем, то метастаз не развивается, остается «спя­
щим». Его развитие во’ вторичную опухоль может зависеть от сти­
муляции клеточной пролиферации ростовыми факторами. Мета­
стазы могут возникать и тогда, когда популяционная кинетика 
нарушена дерегуляцией апоптоза. Вовлечение в процесс метастази- 
рования генов, контролирующих клеточный цикл и апоптоз, про­
демонстрировано в подавляющем большинстве опухолей.

Дерегулированная экспрессия генов семейства Вс12. Ген Вс12 счи­
тается онкогеном с точки зрения его функции в апоптозе и поддер­
жании тонкого гомеостаза клеточной популяции. Дерегуляция Вс12 
часто обнаруживается в аденокарциноме предстательной железы, 
карциноме легкого, толстой кишки и гемопоэтических опухолях и 
может быть ранним событием канцерогенеза, изменяет кинетику 
опухолевого роста и клинический исход болезни. Первичные и вто­
ричные опухоли заметно различаются по степени апоптоза. Высо­
кометастатические варианты более резистентны к апоптозу, чем 
варианты с низким метастатическим потенциалом, и апоптозный 
индекс напрямую связан с выживаемостью пациентов. Экспрессия 
Вс12 возрастает при прогрессии опухоли от ранних к поздним ста-
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дням. Метастазы в лимфатические узлы встречаются у пациенток с 
Вс12-позитивными опухолями молочной железы чаще, чем у паци­
енток с Вс12-негативными опухолями.

Аноикис (anoikis) -  особый случай «смерти по умолчанию», ко­
торый развивается через Р13К/АКТ-пугь сигнальной трансдукции 
в результате неадекватных, несоответствующих контактов клеточ­
ных интегринов с экстраклеточным матриксом и вовлекает про- 
апоптозные белки Вс12-семейства Bim и Bmf. В здоровых клетках 
белки Bim и Bmf связаны с белками цитоскелета, но после отделе­
ния клетки от экстраклеточного матрикса соответствующей ткани 
они высвобождаются и взаимодействуют с антиапоптозным белком 
Вс12. Резистентность к аноикису облегчает метастазирование, по­
зволяя клеткам выживать после отделения от тканевого матрикса и 
путешествовать в отдаленные органы.

5.4. ОПУХОЛЕВЫЙ АНГИОГЕНЕЗ

Ангиогенез важен для многих биологических процессов, таких 
как эмбриональное развитие, заживление раны и хроническое вос­
паление. Формирование временного экстраклеточного матрикса -  
характерный признак ангиогенеза, который наблюдается при по­
вреждении сосудов, воспалении и в опухолях. Во время ангиогене­
за экстраклеточный матрикс непрерывно перестраивается благода­
ря сбалансированному процессу деградации и ресинтеза. В этом 
процессе участвуют ангиогенныс факторы (особенно VEGF), плаз­
матические белки (фибронектин, протромбин, витронектин, плаз­
миноген и др.), тканевой фактор (фактор образования фибрина), 
матриксные металлопротеиназы, адгезионные и другие молекулы. 
Ангиогенез яляется также ключевой предпосылкой роста и распро­
странения опухоли. Идентифицированы две фазы опухолевого ро­
ста: аваскулярная и васкулярная. Аваскулярная фаза является са- 
моограничивающейся из-за недостаточной диффузии питательных 
веществ и продуктов катаболизма через опухолевую поверхность. 
Васкулярная фаза роста опухоли представляет собой фазу быстрой 
экспоненциальной экспансии. Например, опухоли, имплантирован­
ные в аваскулярную среду передней глазной камеры, дают ограни­
ченный рост, но когда они достигают васкулярного слоя радужной 
оболочки, они васкуляризируются и начинают быстро расти. Опу­
холевый рост стимулируется факторами, усиливающими ангиоге­
нез, и подавляется агентами, блокирующими ангиогенез. Ингиби-
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ция опухолевого ангиогенеза, следовательно, потенциально пред­
ставляет собой новый подход к терапии рака.

Опухоли способны индуцировать пролиферацию проксимальных 
капилляров. Новые капилляры возникают главным образом из ма­
лых венул в ответ на ангиогенную стимуляцию самой опухолью. 
Первоначально происходит распад базальной мембраны сосудис­
той стенки, возможно, под влиянием протеиназ, которые синтези­
руются в эндотелиальных клетках под действием ангиогенного фак­
тора -  основного фактора роста фибробластов (basic fibroblast growth 
factor, bFGF). bFGF обратимо связывается с секретируемым бел­
ком, который защищает его от деградации. Этот процесс сопро­
вождается миграцией эндотелиальных клеток в направлении ис­
точника ангиогенного фактора.

Известен ряд факторов с ангиогенной активностью, некоторые 
их них секретируются самой опухолью (табл. 4). Механизм локали­
зации ростовых факторов на клеточной поверхности и презента­
ции их соответствующим рецепторам в наиболее предпочтитель­
ной конформации заключается в связывании этих ростовых факторов

Таблица 4. Индукторы и ингибиторы ангиогенеза

И ндукторы И нгибиторы
Ростовые факторы Wt р53
FGF Wt Rb
VEGF IL-l
HGF Интерфсроны
TGFp Тромбоспондин-1
TNF Тканевые ингибиторы металло­
IL -1 ,4 ,6 ,8 протеиназ
Ангио re нин Мотив YIGSR (Tyr-IIe-Gly-Ser-Arg)
Простагландипы Е |, Е2 
Активаторы плазминогена 
Эстроген 
Ангиотензин 
Субстанция Р 
Липополисахарид
Тнмидинфосфорилаза (эдотслиальный 
ростовой фактор тромбоцитов)
Е- и Р-селсктнны 
Ганглиозид GD3 
Полиамины 
Катспсин В
Молекулы клеточной адгезии 
Рецепторы интегринов

мультимерной формы ламинина
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с гепарансульфатпротеогликаном (HSPG). Ангиогенные ростовые 
факторы стимулируют подвижность эндотелиальных клеток при 
участии онкогена Ras. Антитела к белку Ras ингибируют bFGF- 
стимулированную подвижность и могут даже ингибировать иници­
ацию этого процесса, следовательно, Ras необходим для трансдук- 
ции соответствующего сигнала.

5.4.1. Индукторы ангиогенеза

Ростовой фактор сосудистого эндотелия VEGF (vascular endothelial 
growth factor) был первоначально выделен как фактор сосудистой 
проницаемости и лишь впоследствии — как ростовой фактор, кото­
рый индуцирует пролиферацию эндотелиальных клеток, но не 
фибробластов или эпителиальных клеток. Идентифицированы 
4 формы VEGF: VEGF121, VEGF165, VEGF180 и VEGF206, разли­
чающиеся числом аминокислотных остатков в зрелом белке. 
Основной субтип VEGF121 состоит из 5 экзонов, кодирующих 
141-аминокислотную последовательность N -терминального района, 
и 6 С-терминальных аминокислот, кодируемых экзоном 8. Другие 
изоформы содержат дополнительные экзоны: VEGF165 — экзон 7, 
VEGF 189 -  экзоны 6 и 7, VEGF206 -  экзоны 6, 7 и укороченный 
экзон 6'. N-терминальный район VEGF содержит 8 цистеиновых 
остатков, которые участвуют в димеризации молекул. Экзон 6 коди­
рует цепочку высокооснбвных аминокислот, а экзон 7 — гепарин- 
связывающий район молекулы. Аминокислоты С-терминальной ча­
сти 111-165 существенны для митогенной активности VEGF. Различия 
в митогенной активности изоформ и способности регулировать со­
судистую проницаемость зависят от сплайсинга функциональных 
доменов в молекуле. Два VEGF-родственных плацентарных росто­
вых фактора, PIGF-1 и PIGF-2, продуцируются альтернативным 
сплайсингом пре-мРНК, транскрибированной с гена VEGF.

Промотор гена VEGF содержит сайты связывания транскрип­
ционных факторов АР-1, АР-2 и SP-1. Его экспрессия индуцирует­
ся ростовыми факторами EGF (рис. 5.4, см. вклейку), TGFoc, PDGF, 
простагландинами Е1 и Е2 и в значительной степени гипоксией, а 
также IL-1. Регуляция VEGF всеми этими факторами происходит 
посредством участия протеинкиназы С, которая активируется фор- 
боловыми эфирами. Активация гипоксией происходит благодаря 
наличию гипоксизависимых элементов в 5'-конце гена VEGF и при 
участии онкогена c-Src. Гипоксия усиливает киназную активность 
белка p60Src, причем индукция VEGF гипоксией не происходит в
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c-Src-негативиых клетках. Следовательно, ген VEGF является ми­
шенью сигнала, передаваемого посредством функциональной ак­
тивности c-Src-киназы. Онкоген Ras, который часто мутирует при 
раке, также имеет отношение к ангиогенезу, так как его экспрес­
сия ассоциируется с повышением уровня мРНК и белка VEGF. 
Это повышение подавляется обработкой клеток агентами, блоки­
рующими функцию белка Ras, и отсутствует в клетках с дефектом 
Ras.

VEGF специфичен для сосудистого эндотелия, так как его ре­
цепторы обнаружены только в эндотелиальных клетках. Мембран­
ные рецепторы VEGF, к которым относятся Fit 1 (Fms-like tyrosine 
kinase 1), Flt4 и Flkl (известный еще как KDR), принадлежат к 
семейству тирозинкиназ — рецепторов факторов роста и имеют 
некоторые общие свойства с другими тирозинкиназными рецепто­
рами. Это трансмембранные белки с экстраклеточными, трансмем­
бранными и цитоплазматическими доменами. Экстраклеточныс 
области содержат иммуноглобулиноподобные домены, которые свя­
зываются с VEGF. Внутриклеточный домен VEGF-рецепторной 
молекулы подобен цитоплазматическим доменам других тирозин­
киназ. Связывание рецепторов VEGF с лигандом инициирует кас­
кад сигнальной трансдукции.

Ангиогенный эффект VEGF убедительно продемонстрирован 
трансфекцией клонированной кДНК VEGF в клетки линии MCF-7 
из карциномы молочной железы. Трансфектированный клон V12 
стимулировал рост капилляров при его трансплантации в роговицу 
кролика. V12-on>o«xrm росли быстрее, чем нетрансфектированные 
трансплантаты, и были лучше васкуляризированы. Экспрессия VEGF 
тесно коррелирует со степенью ангиогенеза в эпидермоидной кар­
циноме легкого у человека. Он является потенциальным митоге- 
ном, так как коррелирует с высоким уровнем пролиферации, опре­
деляемым по экспрессии PCNA.

VEGF является главным ангиогенным фактором и в нормаль­
ных, и патологических условиях. Хорошо известна его роль в раз­
витии ревматоидного артрита. Он играет выдающуюся роль в эмб­
риогенезе и обнаружен в развивающихся органах. Три изоформы 
VEGF и две изоформы VEGF-специфичного рецептора тирозин- 
киназного типа, Fit 1 и KDR/Flkl, обнаружены в развивающейся 
почке человека. TN Fa ингибирует VEGF-индуцированную проли­
ферацию эндотелиальных клеток человека путем подавления эксп­
рессии Flkl. Гипоксия вызывает 13-кратное усиление экспрессии 
Flkl, а TGFji подавляет ее.
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Экспериментально показано, что мутации даже в одном аллеле 
гена VEGF летальны для мышиных эмбрионов, так как приводят к 
серьезным нарушениям ангиогенеза. Эмбриональные стволовые 
клетки, лишенные активного VEGF, не формируют опухоли при 
имплантации мышам.

Экспрессия VEGF сильно повышена в карциномах молочной 
железы и эндометриальных карциномах, эндотелиальные клетки 
микрососудов в этих опухолях показывают заметную экспрессию 
мРНК Fit 1 и Flkl. Экспрессия и VEGF, и его рецепторов усилена 
также в опухолях яичника и коррелирует со степенью васкуляриза­
ции опухолей. мРНК Flkl и Fit 1 экспрессируются в эндотелиальных 
клетках глиом ВСЗ, но не НСЗ. Рецепторы VEGF не экспрессируют­
ся в нормальном эндотелии мозга, поэтому неоваскуляризация, ас­
социированная с опухолями ВСЗ, может быть паракринным ответом 
на координированную активацию рецепторных генов. В гемангио­
бластомах и при синдроме von Hippel-Lindau изоформы VEGF сек- 
ретируются стромальными клетками и взаимодействуют с рецепто­
рами Fit 1 и Flkl, находящимися в опухолевом эндотелии. Рецептор 
Flkl вовлечен в рост многих типов человеческих опухолей. Экспрес­
сия VEGF коррелирует с метастазированием в лимфатические узлы, 
риском системного метастазирования и выживаемостью больных.

Факторы роста фибробластов в ангиогенезе. Факторы роста фиб­
робластов представляют собой большое семейство структурно род­
ственных ростовых факторов, участвующих в ряде биологических 
процессов, таких как дифференцировка, подвижность, пролифера­
ция, заживление ран и язв, а также в ангиогенезе и патогенезе рака. 
Наиболее хорошо охарактеризованы кислый (aFGF) и оенбвный 
факторы роста фибробластов (bFGF).

Полипептид bFGF участвует во всех перечисленных выше про­
цессах. Он не секретируется клетками обычным способом, так как 
не содержит сигнальных последовательностей для секреции, но 
может высвобождаться поврежденными или умирающими клетка­
ми. bFGF чувствителен к деградации протеолитическими фермен­
тами. Он локализуется в месте своей биологической функции и 
сохраняет активность благодаря формированию комплекса с гспа- 
рансульфатпротеогликанами.

FGF легче высвобождается из комплексов с гепарансульфатом, 
чем из комплексов с рецепторами. FGF выходит из этих комплек­
сов под действием гипариназы. Функция обеих его изоформ зак­
лючается в связывании с рецепторами, которые обладают призна­
ками тирозинкиназных рецепторов других ростовых факторов.
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Изоформы рецептора FGF возникают в результате альтернативно- 
го сплайсинга единого прс-мРНК-транскрипта. Так как обе изо­
формы FGF имеют одинаковую аффинность к изоформам рецеп­
тора, должна сущ ествовать комплексная система регуляции 
FGF-сигналыюй трансдукции. Ингибирование bFGF полисульфа- 
тированным производным глюканламинарина ингибирует ангио­
генез. И наоборот, усиление экспрессии bFGF промогируст ангио­
генез, например, ангиогенностьТ№ а заключается в его способности 
усиливать продукцию и секрецию bFGF.

Ростовой фактор FGF-3, кодируемый онкогеном Int2 (murine 
mammary tumor virus integration site 2), высокогомологичен bFGF. 
Онкоген Int2 участвует в эмбриональном развитии. Его экспрессия 
и амплификация изучены в ряде опухолей человека. Обнаружена 
его гиперэкспрессия при карциноме молочной железы, пищевода, 
яичника и саркоме Калоши. Амплификация Int2 строго коррели­
рует с метастазами в лимфатические узлы при раке молочной желе­
зы и достоверно ассоциирована с повышенным риском рецидива. 
Ассоциация экспрессии Int2 с агрессивным поведением опухоли 
обусловлена способностью FGF-3 индуцировать ангиогенез.

Фактор роста гепатоцитов (HGF). HGF открыт как фактор рас­
сеивания (scatter factor). Он секретируется фибробластами и явля­
ется митогеном для эпителиальных и эндотелиальных клеток, гепа­
тоцитов и меланонитов, но не для фибробластов. Добавление HGF 
в культуру клеток панкреатических линий сильно промотирует их 
пролиферацию и подвижность. Его паракринный эффект обуслов­
лен связыванием с тирозинкиназным рецептором, кодируемым 
онкогеном c-Met. Экспрессия белка c-Met изучена в опухолях раз­
ных типов. Она значительно выше в карциномах молочной желе­
зы, чем в доброкачественных опухолях этого органа. Обнаружена 
связь окрашивания на белок c-Met со степенью злокачественности 
опухолей предстательной железы. 45% карцином предстательной 
железы и 75% метастазов показывают присутствие белка c-M et. При 
колоректальном раке экспрессия белка c-Met повышена 5-50-крат­
но приблизительно в половине первичных карцином и 70% пече­
ночных метастазов, а амплификация гена c-Met определена в 10% 
первичных опухолей и 90% печеночных метастазов. Экспрессия 
c-Met в желудочных карциномах коррелирует с метастазами в лим­
фатические узлы, серозной инвазией и диссеминацией в брюшную 
полость.

HGF индуцирует ангиогенез и в первичных опухолях молочной 
железы. Обнаружено, что опухолевая васкуляризация коррелирует
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с уровнем HGF в опухоли и с опухолевой пролиферацией, изме­
ренной по Ki-67-индексу (маркеру пролиферации). Это согласует­
ся с повышением экспрессии его рецептора и опухолевой прогрес­
сией. Экспрессия c-Met на уровне мРНК и белка активируется 
ростовыми факторами bFGF и TGF, которые мощно индуцируют 
ангиогенез. Интерферон-у, который ингибирует ангиогенез, подав­
ляет также экспрессию гена c-Met. Это открытие имеет особое зна­
чение для модуляции паракринного механизма, по которому HGF 
и c-Met придают опухолевым клеткам селективное преимущество в 
росте, инвазивность и метастатические свойства.

Другие ангиогенные факторы. Эндотелиальный ростовой фактор 
тромбоцитарного происхождения PDGF, известный также под име­
нем тимидинфосфорилазы (ТР), обладает онкогенностью и спо­
собностью стимулировать опухолевый рост. Индукция ангиогенеза 
тимидинфосфорилазой в моделях in vitro может быть нейтрализова­
на анти-ТР-антителами.

Уровень урокиназы (активатора плазминогена иРА) коррелиру­
ет с плотностью микрососудов, скоростью пролиферации и сосуди­
стой инвазией опухолевых клеток.

Молекулы клеточной адгезии, такие как VCAM-1, Е- и Р-селек- 
тины и другие, также принимают участие в ангиогенезе. Антитела 
против Е-селектина и VCAM ингибируют ангиогенные свойства 
опухоли. TNF индуцирует экспрессию VCAM-1 и соответственно 
ангиогенез. Эти молекулы вовлечены в адгезивное взаимодействие 
между опухолью и эндотелиальными клетками.

5.4.2. Ингибиторы неоваскуляризации

Лнгиостатин. Удаление первичной опухоли часто приводит к  бы­
строму росту ранее неопределимых метастазов. Это может означать, 
что первичная опухоль продуцирует факторы, ингибирующие про­
растание отдаленных метастазов. На основании этой концепции был 
обнаружен ингибитор ангиогенеза ангиостатин — протеолитический 
фрагмент плазмина (плазминогена), состоящий из 4 доменов. Сис­
тематическое введение ангиостатина экспериментальным животным 
блокирует неоваскуляризацию и рост метастазов в отсутствие пер­
вичной опухоли, а в высоких дозах он ингибирует рост и самой пер­
вичной опухоли. In vitro ангиостатин ингибирует bFG F-индуциро­
ванную пролиферацию и миграцию эндотелиальных клеток.

Эндостатин. Карбокситерминальный фрагмент коллагена XVIII, 
названный эндостатином, идентифицирован как потенциальный
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ингибитор пролиферации эндотелиальных клеток и ангиогенеза. 
Его антиангиогенный эффект зависит от взаимодействия с гепари­
ном. Мутации, которые влияют на связывание с гепарином, отме­
няют ингибирование эндостатином bFG F-индуцированного анги­
огенеза. В противоопухолевой активности эндостатина важную роль 
играют карбокситерминальные лизины. Эндостатин связывает плаз­
миноген и стимулирует образование плазмина лизин-зависимым 
образом. Выделенный из плазмы раковых больных эндостатин ли­
шен этой аминокислоты и вместе с ней способности ингибировать 
пролиферацию эндотелиальных клеток.

Ангиогенез представляет собой ценную мишень для противо­
опухолевой терапии. Некоторые ингибиторы опухолевого роста, 
например, интерфероны а  и р, подавляют и ангиогенез. р53 спосо­
бен ингибировать bFGF-опосредованный ангиогенез. Трансфекция 
нормального аллеля (дикого типа) гена р53 — wtp53 в глиому с фе­
нотипом р53- / -  ингибирует ангиогенез, усиливая продукцию тром­
боспондина-1 (TPS-1). TPS-1 — гликопротеин экстраклеточного 
матрикса, который связывается с аурЗ-интегрипом, регулирует кле­
точную адгезию, подвижность и ингибирует опухолевый рост и 
метастазирование, что связано с его способностью ингибировать 
ангиогенез, супрессируя функцию bFGF. В некоторых типах кле­
ток TSP-1 может взаимодействовать с некоторыми рецепторами 
клеточной поверхности и усиливать метастатическую диссемина- 
цию. Таким образом, модуляция клеточного поведения тромбос­
пондином может быть специфичной к клеточному типу. Гены р53 
и Rb позитивно регулируют транскрипцию гена TSP-1. Потеря фун­
кционально активного р53 может, следовательно, позволить нор­
мальную ангиогенную функцию bFGF вместе с потерей контроля 
опухолевого роста. Утрата ограничителя роста и переключение на 
васкулярную фазу развития являются важными событиями опухо­
левой прогрессии.

Адгезионный мембранный гликопротеин ламинин (laminin) ин­
гибирует ангиогенез, р 1-цепь ламинина имеет активный центр, со­
стоящий из последовательности тирозин-изолейцин-глицин-серин- 
арги н и н  (Y IG SR ). Синтетические пептиды, содержащие эту 
последовательность, промотируют клеточную адгезию и ингибируют 
экспериментальное метастазирование и ангиогенез. Ингибиторный 
эффект пропорционален числу мотивов YIGSR в полипептиде, на­
пример, молекула, содержащая 16 повторов, дает более сильный 
ингибиторный эффект, чем мономер. Мультимерный YIGSR-пеп­
тид может индуцировать апоптоз в клетках фибросаркомы человека.
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•  Активаторы ангиогенеза 
О Ингибиторы ангиогенеза

Рис. 5.5. Ангиогенное переключение.
Усиление продукции активаторов ангиогенеза и /и л и  утрата в результате мутации 
активности ингибиторов ангиогенеза стимулируют образование новы х микрососу­
дов и прорастание их в опухоль.

Таким образом, очевидно, что нарушение баланса индукторов и 
ингибиторов ангиогенеза приводит к так называемому анпюгенно- 
му переключению (рис. 5.5).

5.4.3. Аипюгенез как прогностический признак
при раке

Процесс неоваскуляризации опухоли — критический шаг в про­
грессии болезни. Адекватная васкуляризация важна не только для 
продолжения опухолевого роста, но и для диссеминации опухоли в 
отдаленные метастазы, так как сосудистая и лимфатическая систе­
мы -  основное передаточное средство опухолевых клеток, эмитти- 
руемых опухолью. Рост вторичных опухолей тоже зависит от анги­
огенеза: легочные метастазы остаю тся сп ящ им и в условиях 
экспериментально супрессированного ангиогенеза; быстрый рост 
метастазов обеспечивается удалением ингибиторов ангиогенеза. 
Самое интересное, что при этом уровень пролиферации в них оста­
ется таким же, как в «спящих». Это противоречие объясняется тем, 
что 3-кратное усиление апоптоза в спящих метастазах сравнимо с 
активным ростом вторичных опухолей. В отсутствие достаточного 
ангиогенеза метастазы остаются «спящими», чем и достигается рав­
новесие между скоростью пролиферации и апоптозом клеток. 
В свете чрезвычайного значения ангиогенеза для процесса метаста­
тического распространения логично исследовать возможность его 
применения в качестве прогностического фактора.
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-Приобретение анпюгенных свойств может предшествовать хто- 
качественной трансформации. 75—100% имплантированных карци­
ном молочной железы, по данным разных источников, продуцируют 
ангиогенный ответ в отличие от гиперпластических, но доброкаче­
ственных тканей, которые индуцируют ангиогенез приблизительно 
в 25% случаев, и нормальных тканей, которые, будучи имплантиро­
ванными, не вызывают ангиогенез. Клиническое значение степени 
опухоль-ассоциированного ангиогенеза определяют путем вычисле­
ния плотности микрососудов и исследования экспрессии анпюген­
ных факторов в опухоли.

Клиническое значение плотности микрососудов. Плотность опухо­
левых микрососудов обычно измеряется иммуногистохимическим 
окрашиванием антителами против фактора Виллебранда и эндоте­
лиально-специфических антигенов, таких как CD31 (молекула ад­
гезии тромбоцит/эндотелнальных клеток, PE-САМ). С помощью 
антител против E-CAM (endothelial cell adhesion molecule) показана 
значительно большая васкуляризация опухолей молочной железы 
по сравнению с нормальными тканями, которая коррелирует с ме­
тастазами в лимфатические узлы. Метастазы в лимфатических уз­
лах выявлены у 80% пациенток, в чьих опухолях плотность микро­
сосудов более 140/мм2, и только у 4% пациенток, в чьих опухолях 
плотность микрососудов меньше или равна 99/мм2. Установлено, 
что неоваскуляризация коррелирует с размерами, степенью диффе­
ренцированности и злокачественности опухоли.

В другой серии опухолей молочной железы ранней стадии с ме­
дианой длительности наблюдения 5 лет опухолевый ангиогенез был 
значимым и независимым прогностическим индикатором. Васку­
ляризация опухоли коррелировала с вероятностью рецидива и с 
уменьшенной общей и безрецидивной выживаемостью пациенток.

Карциному желудка исследовали на плотность микрососудов и 
определили экспрессию PCNA, чтобы оценить клеточную пролифе­
рацию. Оказалось, что оба признака ассоциированы с худшим про­
гнозом, а высокая плотность микрососудов — с риском печеночных 
метастазов. Васкуляризация опухоли коррелирует с низкой выжива­
емостью больных немелкоклеточной карциномой легкого и разви­
тием метастазов. Плотность микрососудов высокодостоверно корре­
лирует со стадией заболевания и TNM(tumor-node-metastasis)-CTaanert 
и является значимым прогностическим фактором выживания паци­
ентов с переходноклеточной карциномой мочевого пузыря.

При оценке васкуляризации имеет значение число исследован­
ных областей опухоли. Обычно выбирают наиболее активные обла­
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сти неоваскуляризации. Возможно, такой подход порождает тен­
денциозную оценку результатов, так как способность к ангиогене­
зу может быть одним из критериев гетерогенности опухоли. Извес­
тно, что и сам васкулярный эндотелий гетерогенен по антигенам, 
поэтому для оценки ангиогенеза следует применять не менее двух 
маркеров.

Второй подход к оценке неоваскуляризации как прогностического 
признака -  измерение экспрессии ангиогенных факторов в опухо­
лях. Ангиогенные факторы, продуцируемые опухолью, могут свя­
зываться с соответствующими рецепторами опухоль-ассониирован- 
ного эндотелия паракринным образом и экспрессия тех и других 
координированно регулируется в ангиоген ном ответе. Несколько 
ангиогенных ростовых факторов, в том числе VEGF, PDGF, aFGF 
и bFGF, экспрессируются в опухолях молочной железы. HGF так­
же продуцируется в опухолях молочной железы, и его экспрессия 
коррелирует с рециднвированием болезни и общей выживаемос­
тью. bFGF и его рецептор (FGFr) экспрессируются в большинстве 
карцином желудка поздних стадий (самых низкодифференцирован­
ных опухолях) и в инвазивных аденокарциномах, их экспрессия 
коррелирует с метастазами в лимфатические узлы и низкой общей 
выживаемостью пациентов. Ганглиозид GD3, который участвует в 
процессе секреции VEGF клетками глиомы человека, всегда опре­
деляется в глиобластомах и в большинстве анапластических астро­
цитом, но не в глиомах НСЗ.

Плотность микрососудов в инвазивной опухоли молочной желе­
зы коррелирует со степенью инфильтрации макрофагами, которые 
обладают способностью продуцировать ангиогенные факторы. Сте­
пень инфильтрации опухоли макрофагами прямо пропорциональ­
на дифференцированности опухоли и обратно пропорциональна 
степени злокачественности. Экспрессия ангиогенных факторов 
происходит и в самих опухолевых клетках.

Способность неопластического образования индуцировать ан- 
гиогенный ответ предшествует состоянию, когда трансформирован­
ные клетки становятся злокачественными, обладающими инвазив- 
ностью и способностью индуцировать неоваскуляризацию для 
метастатической диссеминации. Следовательно, важно исследовать, 
как и когда соответствующие гены включаются в процесс перехода 
в злокачественное заболевание. Некоторые из ангиогенных факто­
ров увеличивают проницаемость эндотелия, и это может помочь 
проникновению опухолевых клеток в сосудистую систему и затем в 
отдаленные области организма.
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5.5. ГЛИКОПРОТЕИНЫ КЛЕТОЧНОЙ ПОВЕРХНОСТИ

Взаимодействие опухолевых клеток с клетками микрососудов 
является необходимой предпосылкой раковой инвазии и метаста- 
зирования. Экспрессию факторов клеточной адгезии и ее регуля­
цию ростовыми факторами изучают в раковых клетках в свете их 
функции в опухолевой инвазии и метастазировании. Идентифици­
рованы несколько семейств адгезионных молекул, их синтез и экс­
прессия на клеточной поверхности изучены в отношении инвазив­
ного и метастатического поведения опухолей. Эти молекулы могут 
быть делетированы или проявлять избирательный паттерн эксп­
рессии. Взаимодействие рецепторов клеточной поверхности со струк­
турами экстраклеточного матрикса имеет большое значение в про­
цессах роста, дифференцировки, апоптоза, клеточной миграции и 
является основным элементом инвазии и диссеминации опухоле­
вых клеток.

Интегрины — семейство трансмембранных линкерных белков, 
гетеродимерных рецепторных гликопротеинов, состоящих из а- и 
р-субъединиц, которые относятся к адгезионным молекулам, вов­
леченным в хоминг лимфоцитов, и функционируют как катионза- 
висимые молекулы клеточной адгезии. В виде а,р-гетеродимеров 
они участвуют в формировании взаимодействий между клеткой и 
макромолекулами ЭКМ. Их основная функция заключается в при­
креплении клеток к ЭКМ, но они также вовлечены в направлен­
ную инвазию и движение клеток. Внеклеточная часть молекулы 
интегрина содержит сайт распознавания специфических матрикс- 
ных макромолекул. Протеолиз ЭКМ изменяет механизм, которым 
интегрины взаимодействуют с ним. Например, аурЗ-интегрин не 
прикрепляется к нативному коллагену, но прикрепляется к нему 
после его частичной протеолитической деградации. Экспрессия 
рецептора софЗ-интегрина придает инвазивные свойства клеткам 
меланомы. Клетки меланомы, экспрессирующие этот интегрин, 
приобретают способность связывать активную форму ММР-2, ко­
торая облегчает деградацию коллагена — основного компонента 
базальной мембраны сосудистой стенки.

И нтегрины  участвуют в движении лимфоцитов по пост­
капиллярным венулам в лимфоидной ткани. Остановка этого дви­
жения в нужном месте определяется активированными интегрина- 
ми на п о в ер х н о сти  лим ф оцитов, взаим одействую щ им и с 
иммуноглобулиновыми рецепторами на клетках эндотелия, что при­
водит к экстравазации лимфоцитов. Комбинаторика множества раз­



156 о Глава 5

личных а- и р-субъединиц образует большую вариабельность гетс- 
родимеров, служащих рецепторами множеству лигандов из числа 
компонентов экстраклеточного матрикса, таких как фиброиектин, 
ламинин, витронектин, тромбоспондин, тенаскин, остсопонтин, и 
молекул клеточной адгезии (VCAM, ICAM-1 и -2 и др). Интегри- 
новые рецепторы распознают сигналы из экстраклеточного мат­
рикса и трансдуцируют их через структуры цитоскелета.

Интегрины могут влиять на транскрипцию генов ММР: гипе­
рэкспрессия а2р1-интегрина в клетках некоторых линий ассоции­
рована с усилением транскрипции ММР-1. Возможно, в этом ме­
ханизме интегрин действует как сигнальный трансдуктор в ответ 
на информацию о состоянии ЭКМ. Показана индукция секреции 
ММР-9 аурб-интегрином в клетках колоректальной опухоли. По­
вышенная экспрессия аурб-интегрина в этих клетках по сравне­
нию с нормальной слизистой оболочкой ассоциирована с усилен­
ным клеточным ростом, а усиленная секреция ММР-9 параллельно 
уровню поверхностной экспрессии аурб-интегрина — с усилением 
протеолиза на клеточной поверхности. Иммуноглобулиноопосре­
дованная кластеризация интегриновых рецепторов проявляется в 
фосфорилировании тирозиновых остатков комплекса субстратных 
белков.

Лейкоцитарный интегрин LFA-1 (lymphocyte function-associated 
molecule 1) -  один из важнейших интегринов иммунной системы. 
Его взаимодействие с лигандами на эндотелиоцитах, адгезионны­
ми молекулами ICAM-1, -2 и -3 участвует в лимфоцитарной адге­
зии и трансмиграции через высокий эндотелий венул. Показана 
негативная корреляция экспрессии ICAM-1 с диссеминацией и 
общей выживаемостью больных. Взаимодействие LFA-1 с ICAM и 
а4р1-интегрина с VCAM-1 ингибирует апоптоз В-лимфоцитов из 
герминального центра in vitro и участвует в В-клеточной селекции. 
LFA-1 экспрессируется большинством циркулирующих лимфоци­
тов и лимфоцитов в лимфатических узлах, особенно экстрафол- 
ликулярными Т-клетками и герминальными В-клстками. Экспрес­
сия этой молекулы в диссеминированных лимфомах выше, чем в 
локализованных, и усиливает их агрессивность, вероятно, способ­
ствуя уклонению от иммунного контроля.

Клинические наблюдения показывают корреляцию между эксп­
рессией p-интегринов и вероятностью полной ремиссии, общей и 
безрецидивной выживаемостью пациентов с В-клеточными диф­
фузными крупноклеточными лимфомами. Кроме того, средний и 
высокий уровни экспрессии интегрина VLA-5 (very late antigen)
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значимо ассоциирован с экстра подал ьным и поражениями. Силь­
ная экспрессия VLA-4 коррелирует с инфильтрацией костного мозга 
и экстранодальными поражениями. Поскольку комплекс VLA-4/ 
VCAM-1 отвечает за экстравазацию нормальных лимфоцитов, эти 
данные подтверждают давнее предположение, что VLA-4 участвует 
в рециркуляции лимфомных клеток.

Экспрессия адгезивного гликопротсина витронектина и его ре­
цептора аУрЗ-интегрина ассоциирована с глиобластомами, но не 
определяется в клетках нормальной глии и глиомах НСЗ. Считает­
ся, что а7-, аУ- и рЗ-интегрины вовлечены в инвазию клеток гли­
омы в базальную мембрану сосудистой стенки, поскольку антитела 
против данных интегринов ингибируют этот процесс в реконстру­
ированной in vitro мембране. Экспрессия аУрЗ-интегрина наблю­
дается в первичной и метастазирующей меланомах, но отсутствует 
в доброкачественных новообразованиях кожи и 50-100-кратно по­
вышается во время прогрессии меланомы к поздним метастатичес­
ким стадиям.

Ламинины — семейство адгезионных гликопротеинов базальной 
мембраны, которые состоят из тяжелой a -цепи и двух легких р- и 
у-цепей. Это семейство играет важную роль в клеточной диффе- 
ренцировке, адгезии и миграции. Известны 11 изоформ, которые 
имеют различное тканевое распределение и соответственно выпол­
няют различные функции. Ламинин из опухолевых клеток пред­
ставляет собой тример из субъединиц а-1 (А), р-1 (В1) и у-2 (В2). 
Он взаимодействует с другими макромолекулами базальной мемб­
раны сосудистой стенки, такими как коллаген 1У типа, гепаран- 
сульфатпротеогликаны, а также составляет гомодимеры для обес­
печения и поддержания стабильности базальной мембраны. 
Связывание молекул ламинина с клеточной поверхностью осуще­
ствляется посредством а6р1-интегрина.

Множество различных молекул вовлечено как в процессы за­
живления ран (регенерацию ткани), так и в опухолевую инвазию, 
что позволяет предположить, что клетки инвазивной опухоли ис­
пользуют генетическую программу регенерации. Различие между 
этими процессами заключается в самоограничении регенерации и 
его отсутствии у опухолевой инвазии. Одна из генетических детер­
минант, ответственных за это различие, — гиперэкспрессия белка 
экстра клеточного матрикса ламинина-5. В нормальной коже он 
локализуется в базальной мембране как лиганд абр4-интегрина, 
промотирует миграцию и рассеяние клеток в культуре, миграцию 
клеток и заживление раны в поврежденной ткани, усиленно эксп­
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рессируется в инвазивном фронте аденокарцином поджелудочной 
и молочной желез, желудка, толстой кишки, меланом, плоскокле­
точных карцином мочевого пузыря и легкого и может служить мар­
кером стромальной инвазии опухолевых клеток. Его гиперэкспрес­
сия ассоциируется с васкулярной инвазией и является независимым 
прогностическим признаком для пациентов с I стадией, но утрачи­
вает прогностическое значение у больных с поздними стадиями, 
так как опухоли могут приобретать метастатический потенциал, не 
зависящий от уровня экспрессии ламинина. Например, мелкокле­
точная карцинома легкого, очень агрессивная опухоль, имеет низ­
кий уровень экспрессии ламинина-5.

В химически трансформированных клетках экспрессия рецеп­
торов ламинина и коллагена a6pl-, а2(И- и a l p l -интегринов уси­
лена более чем в 10 раз, но уровень рецепторов фибронектина ос­
тается неизменным. Показана прямая корреляция между наличием 
рецепторов ламинина в опухолях желудка и толстой кишки, вовле­
чением лимфатических узлов и отдаленными метастазами. Обнару­
жена негативная корреляция между уровнем рецепторов ламинина 
и безрецидивной выживаемостью пациенток при раке молочной 
железы. Шестилетнее наблюдение показало, что ламинин-рецеп- 
торный статус обладает прогностической ценностью при раке мо­
лочной железы с метастазами в лимфатические узлы. Гиперэксп­
рессия абр!-интегрина обнаружена в высокометастатических 
меланомах и карциномах. Антитела против аб-цепи интегрина ин­
гибируют колонизацию легких опухолевыми клетками, инъециро­
ванными в хвостовую вену экспериментальных животных.

Кадерины и катенины. Кадерины — трансмембранные гликопро­
теины, опосредующие кальций-зависимую межклеточную адгезию 
в составе комплекса из нескольких внутриклеточных белков. Иден­
тифицировано более двух десятков кадеринов и кадериноподобных 
молекул. Семейство кадеринов широко распространено в нормаль­
ных тканях, но индивидуальные члены демонстрируют тканеспе- 
цифичность. Наиболее изучен Е-кадерин в связи с его ролью в опу­
холевой инвазии. Ген Е-кадерина CD H 1 картирован в локусе 16q22.1. 
Его транскрипция регулируется метилированием CpG-островков в 
1-м интроне и изменением структуры хроматина в промоторе. Зре­
лая молекула состоит из высококонсервативного карбокситерми- 
нального цитодомена, трансмембранного домена и сложного экст- 
раклеточного домена, который представляет собой 5 тандемно 
повторяющихся субдоменов (С1-С5), каждый с двумя кальций-свя- 
зываюшими сайтами, обуславливающими участие в межклеточной
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адгезии. Цис- и транс-взаимодействия между экстраклсточными 
доменами модскуд Е-кадсрина смежных кдеток формируют кле­
точную адгезию.

Цитоплазматический домен Е-кадсрина содержит высококон­
сервативный участок, общий для всех членов семейства, который 
связывает Е-кадерин с актиновым цитоскслетом через взаимодей­
ствие с катениновым комплексом, состоящим из а- (102 кДа), 
(3- (92 кДа) и у-катенина/плакоглобина (83 кДа). Соответствующие 
гены локализованы на хромосомах 5q31, Зр21 и 17q21. Ген 4-й ка- 
тенин-подобной молекулы pl20ctn (или pl20CAS) локализован в 
области l l q l l ,  в непосредственной близости к центромере. Он ко­
дирует белок р 120 -  тирозинкиназный субстрат рецепторов EGF и 
PDGF. Катенины по-разному связываются с Е-кадерином. Е-каде- 
рин связывается либо с р-, либо с у-катенином, а а-катенин связы­
вается с р- или с у-катенином, но не с Е-кадерином. В одной и той 
же клетке могут существовать два различных комплекса, состоя­
щих из Е-кадерина, а - и р-катенинов или из Е-кадерина, а- и 
у-катенинов.

Адгезионная функция кадерин-катенинового комплекса, в част­
ности, связывание с элементами цитоскелета, регулируется фосфо­
рилированием компонентов комплекса. К внешним факторам, ко­
торые оказывают регуляторное влияние на Е-кадерин/катениновый 
комплекс, относятся эпидермальный фактор роста (EGF), гепарин- 
связывающий EGF-подобный фактор роста (HB-EGF), аутокрин- 
ный фактор подвижности (autocrine motility factor, AMF), фактор, 
стимулирующий миграцию (migration stimulation factor, MSF), фак­
тор роста гепатоцитов (scatter factor/hepatocyte growth factor, 
SF/HGF), аутотаксин. Взаимодействие рецептора SF/HGF (транс­
мембранная протеинкиназа, кодируемая онкогеном c-Met) с ли­
гандом регулирует рост, развитие, подвижность и морфогенез, 
подавляя Е-кадерин/катенин-зависимую клеточную адгезию и ин­
дуцируя рассеяние клеток.

Ростовой фактор EGF действует через EGFR — семейство ре­
цепторных тирозинкиназ, в которое входят erbB 1 (также называе­
мый EGFR), erbB2 (c-neu/HER2), егЬВЗ и егЬВ4. Кроме EGF, ли­
гандом, специфичным для erbB 1, является TGFa (см. рис. 3.9). 
Гепарин-связывающий EGF-подобный ростовой фактор (HB-EGF) 
связывается и с erbBl, и с егЬВ4. Активация и процессы сигналь­
ной трансдукции после связывания молекул EGFR с лигандами 
исключительно сложны и включают в себя множество белков, ак­
тивируемых тирозинфосфорилированием, и адапторных молекул
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(рис. 5.6, см. вклейку). В ответ на повреждение эпителия сскрсти- 
руются EGF и TGFa, которые являются важными медиаторами за­
живлении ран. Под действием этих митогенных сигналов происхо­
дит тирозинфосфорилировапие Е-кадерина и р-катсиина, которое 
проявляется в диссоциации комплекса. В результате EGFR подав­
ляет Е-кадерин-зависимую клеточную адгезию, что освобождает 
клетки от прикрепления и позволяет им мигрировать. Это наблю­
дается в области язв желудочно-кишечного тракта. Обработка кле­
точной культуры из опухоли фактором EGF также проявляется в 
более инвазивном фенотипе.

Механизм клеточного рассеяния, индуцированного действием 
HGF через рецептор c-Met, заключается в активации киназных 
каскадов и передаче сигнала белкам Rac и Сс1с2 из Rho-семсйства 
мачых ГТФаз, которые в активной ГТФ-связывающей форме ста­
билизируют Е-кадерин/катениновый комплекс, связывая фактор 
IQGAP1 (IQ motif containing GTPase activating protein 1) и предотв­
ращая его взаимодействие с р-катенином. В неактивных формах 
они не могут связывать белок IQGAP1, позволяя ему диссоцииро­
вать р-катении из Е-кадернн/катеиинового комплекса и разрушая 
ею связь с актином цитоскелета.

Большинство факторов осуществляет свое влияние через дей­
ствие на р-катенин, либо стабилизируя его связь с Е-кадерином и 
а-катенином и промотируя клеточную адгезию, либо разрушая эту 
связь и подавляя адгезию. Комбинированная стимуляция рецепто­
ров EGFR и c-Mct имеет эффект перемещения р-катенина в цито­
зольный пул, где он может деградировать. Если одновременно с 
этими сигнальными путями активирован W ntl-путь сигнальной 
трансакции, то деградация р-катснина ингибируется и он транс- 
лоцируется в ядро, чтобы в составе комплекса с LEF/TCF активи­
ровать транскрипцию гена циклина D1 и супресснровать ген CDH1. 
Результат всех этих взаимодействий -  редукция Е-кадсрин-зависи- 
мой адгезии и пролиферация. При заживлении язв, например, про­
лиферирующая клеточная популяция с редуцированной клеточной 
адгезией будет замещать разрушенный травмированный эпителий.

Е-кадерин считается супрессором инвазии. Подавление его экс­
прессии в результате репрессии транскрипции обнаруживается од­
новременно с приобретением инвазивности. Мутации гена Е-кадс- 
рина приводят к появлению нефункционального продукта. 
Биохимические модификации катенинов и плакоглобина, связы­
вающих кадерин с цитоскелетом, или потеря одного их этих эле­
ментов также делает Е-кадерин неэффективным. Потеря Е-кадери-
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на -  характерный признак инвазивных клеток, и эта иноазивность 
может быть ингибирована трансфекцией клеток геном Е-кадерина. 
Трансформация геном H-Ras клеток in vitro редуцирует уровень 
Е-кадерина с одновременным изменением клеточной морфологии 
и повышением злокачественности. При восстановлении уровня ка- 
дерина путем трансфера соответствующего гена морфология транс­
фицированной клетки возвращается к норме и к доброкачествен­
ному состоянию. Клетки приобретают инвазивность после обработки 
антителами против Е-кадерина. Тесная связь между инвазивное- 
тыо опухоли и экспрессией Е-кадерина подтверждается тем, что 
трансфекция кДНК Е-кадерина в клетки линий, происходящих из 
ряда карцином (мочевого пузыря, молочной железы, легкого и под­
желудочной железы), лишает их инвазивности. Частота потери или 
редукции экспрессии Е-кадерина возрастает с 20% в интрадукталь- 
ной карциноме до 52% в инвазивной канальцевой карциноме и 
64% в рецидивирующей карциноме молочной железы. Экспрессия 
Е-кадерина редуцирована только в 20% поверхностных опухолей и 
в 75-90% инвазивных опухолей мочевого пузыря.

Стимуляция EGFR на опухолевых клетках факторами EGF и TGFa 
проявляется подавлением экспрессии Е-кадерина и ассоциирована 
с более инвазивным фенотипом, метастазами в лимфатические узлы 
и худшим прогнозом для опухолей множества типов, включая мел­
коклеточную карциному легкого, плоскоклеточную карциному гор­
тани, карциномы щитовидной и молочной желез и др. Повышенная 
экспрессия TGFa, EGF, IGF-1 и TNFa позволяет значительной ча­
сти карцином трансформироваться в инвазивные опухоли.

Мутации в гене Е-кадерина CDHI и потеря гетерозиготности в его 
локусе могут приводить к потере экспрессии или продукции неактив­
ного Е-кадерина. Усечение экстраклеточного домена кадерина при­
водит, например, к ухудшению межклеточных контактов и адгезии. 
Супрессия инвазивного потенциала клеток Е-кадерином зависит так­
же от его способности формировать прочную связь с актином цитос­
келета. Для этого необходима функциональная активность всех 
линкерных элементов кадеринового комплекса. Например, редуциро­
ванная экспрессия или потеря a -катенина описаны при раке молоч­
ной железы; повышенный уровень фосфорилирования по тирозину 
р-катеиина проявляется в дефектном взаимодействии с Е-кадерином 
в опухолях молочной железы. Мутации генов, кодирующих белки 
Е-кадерин-катенинового комплекса, которые проявляются в их струк­
турных и функциональных изменениях и приводят к редукции кле­
точной адгезии, обнаружены при разных типах опухолей. Наследствен­
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ные мутации гена CDH1 (ген Е-кадерина) описаны при синдроме 
наследственного диффузного рака желудка (причина преобладания 
именно желудочных опухолей неизвестна); соматические мутации 
выявляются в 50% случаев инвазивной карциномы молочной железы 
и диффузного рака желудка. Мутации генаа-катенина находят в карци­
номах легкого, толстой кишки и предстательной железы, р-катенина 
(делеции) -  в опухолях желудка. Все эти мутации связаны с агрессив­
ным поведением опухоли и худшим прогнозом.

Редукция или потеря экспрессии Е-кадерина показана в мета- 
стазирующих опухолях толстой кишки, желудка, легкого, мочевого 
пузыря, поджелудочной, предстательной, молочной и щитовидной 
желез, пищевода, печени, матки, яичника, кожи и ротоглотки. Эк­
спрессия кадеринов связана с опухолевой дифференцировкой, так 
как степень дифференцированности опухоли коррелирует с уров­
нем экспрессии Е-кадерина. Ретиноевая кислота, которая индуци­
рует дифференцировку и ингибирует инвазивность опухолевых кле­
ток, активирует функциональный комплекс Е-кадерин/катенин. In 
vivo Е-кадерин экспрессируется в высокодифференцированных ге- 
патоклеточных карциномах, тогда как в более агрессивных низко­
дифференцированных опухолях может быть обнаружен только низ­
кий уровень Е-кадерина. Редуцированная экспрессия Е-кадерина 
описана в слабо дифференцированных плоскоклеточных и мелко­
клеточных карциномах легкого. Большинство метастазов также 
показывает редуцированный уровень Е-кадерина. Эти исследова­
ния показали, что Е-кадерин может участвовать в процессах меж­
клеточных контактов и адгезии и функционировать как антиинва- 
зивный протеин, т.е. супрессировать инвазию и метастазирование. 
Утрата этого адгезионного белка ассоциируется с плохим прогно­
зом, что вполне согласуется с его антиинвазивностыо и супресси- 
рующими метастазирование свойствами при мелкоклеточной кар­
циноме легкого и карциноме мочевого пузыря. Редуцированный 
уровень Е-кадерина при раке мочевого пузыря связан не только с 
инвазивностью, но и с укороченной безрецидивной выживаемос­
тью, при раке молочной железы -  с агрессивностью заболевания.

CD44 и его изоформы. Поверхностный рецептор CD44 (называе­
мый также антигеном Hermes-1, белком Pgp-1, рецептором экст- 
раклеточного матрикса, рецептором хоминга лимфоцитов и т.д.) 
представляет собой трансмембранный гликопротеин, кодируемый 
единственным геном (на хромосоме И), который экспрессируется 
в несколько изоформ, образующихся в результате альтернативного 
сплайсинга и различных паттернов гликозилирования. Антиген CD44
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обнаружен на поверхности клеток разных типов, таких как лимфо­
циты, протимоциты костного мозга, фибробласты, астроциты и 
эпителиальные клетки. Он участвует в клеточной адгезии и связы­
вании компонентов экстраклеточного матрикса и является глав­
ным рецептором для гликозаминогликангиалуроната, но может свя­
зывать и другие лиганды, например, фибронектин. Он вовлечен в 
хоминг и активацию лимфоцитов, пролиферацию активированных 
лимфоцитов, секрецию цитокинов, активацию интегринов, опухо­
левую прогрессию и метастазирование. С044-опосредованная ак­
тивация и пролиферация лимфоцитов связана с активацией проте- 
инкиназ митогенного сигналинга. Экстраклеточный домен CD44, 
который известен как индуктор роста и метастазирования опухоле­
вых клеток, взаимодействует с другим компонентом инвазионной 
программы — матриксной металлопротеиназой ММР9. CD44 вмес­
те с белками эзрином, ММР9 и Krpl (kelch-related protein 1) уча­
ствует в контроле элонгации псевдоподий опухолевой клетки. 
Разрушение комплекса MMP9/CD44 уменьшает инвазивность опу­
холевых клеток in vivo. Локализация ММР9 на клеточной поверх­
ности важна с точки зрения ее способности промотировать опухо­
левую инвазию и ангиогенез.

В глиомах ВСЗ CD44 высоко экспрессируется по сравнению с 
глиомами НСЗ. Считается, что CD44 ассоциирован с инвазивнос- 
тью, так как антитела против CD44 ингибируют инвазивность гли- 
омных клеток in vitro, а инвазивность клеток рака молочной железы 
коррелирует с количеством ассоциированных молекул CD44. Ин­
вазивная карцинома желудка сильнее окрашивается на CD44, 
чем диспластическая ткань или неинвазивная карцинома слизис­
той оболочки, причем степень окрашивания коррелирует с общей 
выживаемостью пациентов. Сывороточный уровень CD44 20-крат­
но повышен у пациентов с карциномой толстой кишки по сравне­
нию с тканями здоровых людей и может служить индикатором опу­
холевой массы и метастатического распространения. Отмечена 
значительно укороченная безрецидивная выживаемость пациенток 
с С044-позитивной карциномой яичника, чем СЭ44-негативных 
пациенток. В большом многоцентровом исследовании показано, что 
экспрессия CD44 является IPI-независимым прогностическим фак­
тором общей и безрецидивной выживаемости пациентов с локали­
зованными В-клеточными нодальными лимфомами.

Интересно, что при нейробластоме экспрессия CD44 наблюда­
лась во всех опухолях ранних стадий и только в половине случаев -  
в опухолях поздних стадий, т.е. отсутствие CD44 коррелирует с аг­
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рессивностью опухоли. CD44 связан с состоянием дифференци- 
ровки, так как ретиноевая кислота активирует его экспрессию па­
раллельно индукции дифференцировки. В опухолях этого типа по­
теря CD44 ассоциируется с гиперэкспрессией онкогена N-Myc.

Кроме «классического» CD44, злокачественные опухоли могут 
экспрессировать варианты CD44 с большей длиной молекулы, что 
характерно для агрессивных форм заболевания, так как эти изо­
формы CD44 придают опухолевым клеткам метастатические свой­
ства. Экспрессия варианта CD44v6 отражает склонность опухолей 
к метастазированию. При раке молочной железы изоформа CD44v6 
коррелируете клинической агрессивностью, и С044у6-негативность 
считают фактором благоприятного прогноза. Опухоли шейки мат­
ки, экспрессирующие CD44v6, чаще метастазируют в лимфатичес­
кие узлы и чаще наблюдается сосудистая инвазия их клеток, а 
С044\6-негативные пациентки имеют лучший прогноз относительно 
общей выживаемости. Экспрессия изоформ CD44v8-vlO в метаста­
тических опухолях выше, чем в первичных, и значительно выше в 
карциномах, ассоциированных с печеночными метастазами. Абер­
рантная экспрессия может быть связана с прогрессиенЗкарциномы 
желудка. Все первичные и метастатические опухоли имели гипе­
рэкспрессию С044-вариантов длиной более 1000 нуклеотидов. Около 
70% высокодифференцированных опухолей гиперэкспрессировали 
более 3 аберрантных транскриптов, 90% слабо дифференцирован­
ных — 1 или 2. Количественная оценка генерации и экспрессии 
сплайс-вариантов может быть потенциально более ценной, чем 
оценка экспрессии общего CD44 или отдельного сплайс-варианта.

Гиалуроновая кислота, которая является лигандом рецептора 
CD44, индуцирует кэппинг CD44 (capping -  миграция молекул к 
сайту межклеточного взаимодействия, образование «шапочки») и 
адгезию клеток мышиной Т-лимфомы к «облицованному» гиалуро- 
новой кислотой субстрату. Связывание гиалуроновой кислоты мо­
жет быть независимым от фосфорилирования, так как оно проис­
ходит и в отсутствие цитоплазматического дом ена CD44, но 
димеризация экстраклеточного домена необходима в этом случае. 
В молекуле CD44 фосфорилируются серин-325 и серин-327, а му­
тационная замена серина-325 на глицин и серина-327 на аланин 
проявляется в дефектном связывании гиалуроната. Эти замены также 
влияют на лиганд-индуцированную модуляцию рецептора CD44 и 
С044-опосредованную адгезию Т-клеток к клеткам гладкой муску­
латуры. Таким образом, фосфорилирование серина-325 и серина- 
327 может быть необходимо для взаимодействия цитоплазматичес­
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кого домена с компонентами цитоскелета. Очевидно, следователь­
но, что С044-кэппинг является индикатором мембранной актив­
ности, связанной с клеточной адгезией и изменением клеточных 
очертаний. Перераспределение молекул CD44v6 может быть интер­
претировано как изменение такой мембранной активности в ассо­
циации с повышенным метастатическим потенциалом, порожден­
ным гиперэкспрессией гена h-M tsl. Эти исследования показали 
значение экстраклеточного домена CD44 в адгезионно-зависимых 
феноменах, но трансмембранная часть молекулы также играет важ­
ную роль в перераспределении CD44.

Гиперэкспрессия CD44 индуцируется активированными генами 
Ras и Src. Это указывает, что CD44 может быть только геном-ми­
шенью, который должен получить сигнал в специфической стадии 
метастатической прогрессии. Показана достоверная корреляция 
экспрессии CD44 с накоплением р53 и с поздними стадиями кар­
циномы толстой кишки. Изучение экспрессии CD44, р53 и супрес­
сора метастазирования nm23 в опухолях этого вида показало, что 
экспрессия CD44 коррелирует с печеночными метастазами и реци- 
дивированием. Индукция экспрессии гена Ras вызывает измене­
ние уровня CD44s — сплайс-варианта, ассоциированного с легоч­
ной колонизацией, и временные изменения экспрессии CD44v6, 
который считается маркером метастатического фенотипа.

Молекулы клеточной адгезии конститутивно экспрессируются в 
лейкоцитах и могут быть индуцированы к экспрессии на клетках 
сосудистого эндотелия. К собственно молекулам клеточной адгезии 
относятся ICAM-1,2,3 (intercellular cell adhesion molecule), адгезион­
ные молекулы сосудистых клеток VCAM-1 (vascular cell adhesion 
molecule) и карбогидрат-связывающие молекулы, так называемые 
селектины: L-селектин (экспрессируется на лимфоцитах), Е-селек- 
тин (он же ELAM — endothelial leukocyte adhesion molecule, экспрес­
сируется на эндотелиоцитах) и Р-селектнн.

Молекулы клеточной адгезии функционируют как лиганды для 
лейкоцитарных интегринов CD11/CD18. Эти интегрины в норме не 
адгезивны, но активируются связыванием с молекулами ICAM. Пеп­
тид из молекулы 1САМ-2 (CD 102) может связываться с лейкоцитар­
ными интегринами и активировать лейкоцитарную адгезию. Этот пеп­
тид специфически связывается с иммуноглобулиноподобным доменом 
интегрина CD11/CD18 и стимулирует агрегацию моноцитов и их свя­
зывание с субстратом. В молекулах ICAM и VCAM идентифицирован 
консервативный аминокислотный мотив, который функционирует как 
сайт связывания с рецептором интегрина LFA-1.
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ICAM-1 -  гликозилированный белок, относящийся к иммуно­
глобулиновому семейству адгезионных факторов и экспрессирую­
щийся в гемопоэтических клетках, клетках сосудистого эндотелия, 
эпителиальных клетках слизистых оболочек и Т-лимфоцитах. Мо­
лекула ICAM-1 имеет 5 экстра клеточных иммуноглобулиноподоб­
ных доменов и может выпадать из клеточной поверхности в ра­
створимую форму, определяемую в циркуляции, которая тоже 
содержит эти домены, но отличается от поверхностного ICAM раз­
мерами молекулы. Растворимая форма не является результатом аль­
тернативного сплайсинга.

Эндотелиальные клетки и лимфоциты отвечают на стимуляцию 
такими агентами, как IL-1, T N F -a и INF-y, которые могут активи­
ровать экспрессию ICAM-1. T N F a индуцирует также экспрессию 
Р- и Е-селектинов. Индукция молекул клеточной адгезии и селек- 
тинов включает активацию транскрипционного фактора NFkB, 
который контролирует экспрессию генов, кодирующих адгезион­
ные факторы. Активация эндотелиальных клеток пупочной вены 
интерлейкином-ip индуцирует транслокацию N F kB в ядро и ин­
дукцию экспрессии Е-селектина и ICAM-1, это проявляется в уси­
лении адгезии опухолевых клеток к рецепторам на поверхности 
эндотелиальных клеток.

При хроническом воспалении, например, при ревматоидном ар- 
трите, ICAM экспрессируется в эндотелиальных клетках на более 
высоком уровне, чем у здоровых людей. Он также активирован в 
макрофагах и покоящихся лейкоцитах, но не в эндотелиальных клет­
ках. Эта дифференциальная экспрессия указывает на различные роли 
ICAM в патогенезе ревматоидного артрита. ICAM-1 может быть ас­
социирован с макрофагальной инфильтрацией и тканевыми пора­
жениями. Инфильтрированная активированными Т-лимфоцитами 
синовиальная мембрана обладает повышенным сродством к белкам 
ЕСАМ, VCAM-1 и ICAM-1. ICAM-1 не определяется на нормаль­
ных гепатоцитах, но конститутивно экспрессируется клетками гепа- 
токлеточных карцином. Высокий уровень растворимого ICAM-1 
определяется в сыворотке пациенток с эпителиальной карциномой 
яичника по сравнению с сывороткой пациенток с доброкачествен­
ными опухолями яичников, хотя этот уровень не коррелирует ни со 
стадией, ни с гистологическим типом опухоли.

Адгезия опухолевых клеток к эндотелиальным клеткам может быть 
усилена любыми агентами, способными активировать экспрессию 
ICAM, а трансфекция гена ICAM-1 в клетки фибросаркомной ли­
нии MCA-105 усиливает их адгезию к эндотелиальным клеткам in
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vitro. Уровень экспрессии ICAM-1 в ренальных карциномах негатив­
но коррелирует с 5-летней безрецидивной выживаемостью больных. 
Уровень растворимого ICAM-1 значительно выше у пациентов, чья 
болезнь прогрессировала к метастатическому состоянию.

Молекулы клеточной адгезии, называемые селектинами, уча­
ствуют в движении лимфоцитов по посткапиллярным венулам в 
лимфоидной ткани. Остановка этого движения в нужном месте 
определяется активированными интегринами на поверхности лим­
фоцитов, взаимодействующими с иммуноглобулиновыми рецеп­
торами на клетках эндотелия, что приводит к экстравазации лим­
фоцитов. Селектины связываются с карбогидратными антигенами, 
представленными на эндотелиальных клетках, активированных ци­
токинами. Они экспрессируются в опухолях человека и способ­
ствуют адгезии опухолевых клеток к эндотелию. Давно известно, 
что опухолевые клетки распознают и связывают Е-селектин эндо­
телиальных клеток. Экспрессия Е- и Р-селектинов гораздо интен­
сивнее в эндотелии инвазивных опухолей, но опухолевые клетки 
могут к тому же активировать другие клеточные элементы, напри­
мер, тромбоциты, и индуцировать секрецию ими фактора, инду­
цирующего экспрессию селектинов эндотелиальными клетками. 
Это усиливает взаимодействие и адгезию между опухолевыми и 
эндотелиальными клетками, облегчая опухолевую инвазию мик­
рососудов. Антитела против Е-селектина ингибируют адгезию кле­
ток карциномы молочной железы к TN F-стимулированным эндо­
телиальным клеткам. IL-1 усиливает формирование легочных 
колоний у мышей из меланомных клеток человека, введенных внут­
ривенно, а антитела к рецептору IL-1 ингибируют это эксперимен­
тально индуцированное интерлейкином-1 метастазирование, ин­
дукцию Е-селектина и экспрессию VCAM-1 на эндотелиальных 
клетках. Это строгое доказательство важной роли адгезионных мо­
лекул в процессах, приводящих к выходу опухолевых клеток из 
микрососудов и их закреплению в органах-мишенях отдаленного 
метастазирования. Однако не всегда удается выявить различия в 
уровне растворимых форм селектина, ICAM-1 и VCAM-1 в сыво­
ротке больных раком и здоровых людей.

Проведено сравнение Е-селектин-опосредованной адгезии кле­
ток нескольких линий из эпителиальных опухолей человека и лей- 
козных линий. Адгезия эпителиальных опухолевых клеток к цито- 
кин-активированным пупочным эндотелиальным клеткам человека 
в этих исследованиях зависела исключительно от Е-селектина. Толь­
ко в 3 из 12 лейкозных линий показана Е-селектин-опосредован-
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пая адгезия. Возможно, существует тканевая специфичность моле­
кулярного взаимодействия при адгезионных контактах. Клетки со­
лидных опухолей показывают преимущественно Е-селектин-опос- 
редованную адгезию к эндотелиальным клеткам, тогда как лейкозные 
клетки связываются с эндотелием через Р-селектин.

Эндотелий в метастатических поражениях при карциноме тол­
стой кишки экспрессирует гораздо больше Е-селектина, чем эндо­
телий в соответствующих первичных опухолях, и более высокий 
уровень растворимого Е-селектина обнаружен в сыворотке крови 
пациентов с метастазами, чем у пациентов без метастазов.

Первичная опухоль может сама активировать эндотелиальные 
клетки и индуцировать экспрессию Е-селектина. In vitro этот про­
цесс может быть усилен добавлением мононуклеаров в культураль­
ную среду, а антитела против IL-ip ингибируют индукцию эксп­
рессии Е-селектина. Первичная опухоль может быть гетерогенной 
в отношении экспрессии цитокинов, индуцирующих экспрессию 
Е-селектина, и эти клеточные субпопуляции могут различаться по 
способности к метастазированию. Клеточные линии из опухолей 
толстой кишки человека различаются по адгезии к Е-селектин-эк- 
спрессируюшим эндотелиальным клеткам, и эта адгезионная спо­
собность прямо коррелирует с метастатическим потенциалом.

Как известно, глиомы редко метастазируют экстракраниально. 
Оказалось, что различия между метастазируюшими и неметастази- 
рующими глиомами по крайней мере отчасти зависят от уровня 
экспрессии селектин-связывающего антигена CD 15. Среди других 
адгезионных молекул, изучаемых в контексте опухолевой инвазии, 
есть молекулы адгезии нейрональных (NCAM) и нейроглиальных 
клеток (NG-CAM). NCAM, подобно другим молекулам клеточной 
адгезии, содержит иммуноглобулиноподобные домены. Они обна­
ружены в фетальных и неопластических тканях, особенно в нейро­
эндокринных клетках. Экспрессия NCAM-мРНК ассоциирована с 
индукцией нейрональной дифференцировки во время раннего эм­
брионального развития. Идентифицированы две трансмембранные 
изоформы NCAM-140 и NCAM-180, а в сыворотке присутствуют 
их производные, лишенные внутриклеточных доменов, с молеку­
лярной массой 110-130 и 150-170 кДа соответственно. Первая об­
наружена только в сыворотке здоровых людей, а последняя -  толь­
ко в сыворотке больных раком.

В кооперации с кадерином NCAM может пролонгировать межкле­
точные контакты. Адгезия клеток ренальной опухоли к эндотелиаль­
ным клеткам ингибируется антителами к NCAM. Экспрессия NCAM 
ассоциирована с усиленным клеточным ростом и определяется в ак­
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тивно пролиферирующих районах опухоли. Карцинома щитовидной 
железы, которая экспрессирует NCAM, показывает склонность к кап­
сулярной инвазии. Экспрессия NCAM клетками опухоли желчного 
пузыря ассоциирована с перинейрональной инвазией опухоли в жел­
чный проток.

Ген МСАМ кодирует мембранный гликопрогеин MUC-18. MUC-18 -  
член семейства иммуноглобулинов, адгезионная молекула, имеющая 
гомологию с другими молекулами клеточной адгезии (NCAM и ICAM). 
МСАМ обнаружен в некоторых мезенхимальных тканях, например, 
в клетках гладких мышц, эндотелиальных и шванновских клетках, 
но не в эпителиальных и гемопоэтических. МСАМ стойко экспрес­
сируется в опухолях гладкомышечного и эндотелиального происхож­
дения, а также в капиллярном и опухолевом эндотелии, но не обна­
ружен в эндотелии артерий и больших вен. МСАМ отсутствует в 
нормальных меланоцитах и доброкачественных кожных невусах, но 
экспрессируется в высокозлокачественных меланомах и их метаста­
зах. МСАМ-трансфектированные клетки демонстрируют повышен­
ную инвазивность и усиленную адгезию к эндотелиальным клеткам, 
которая ингибируется антителами к гликопротеину МСАМ. Эксп­
рессия МСАМ активируется трансфекцией меланомных клеток ге­
ном карциноэмбрионального антигена, который считается биомар­
кером общей опухолевой массы. Она регулируется транскрипционным 
фактором АР-2, который регулирует также гены, кодирующие Е- 
кадерин, PAI, инсулиноподобный фактор роста, гены Вс12 и c-kit. 
Координированная экспрессия нескольких адгезионных факторов и 
металлопротеиназ может быть вовлечена в регуляцию инвазивного и 
метастатического поведения меланомы. Присутствие гликопротеина 
MUC-18 в опухолевом эндотелии коррелирует с его пролиферацией, 
подтверждая ее тесную связь с ангиогенезом.

Таким образом, некоторые гликопротеиновые медиаторы кле­
точной адгезии вместе с соответствующими рецепторами могут быть 
ассоциированы с повышенной злокачественностью, так как адге­
зионные взаимодействия играют важную роль в опухолевой инва­
зии и метастазировании.

5.6. ПРОТЕИНАЗЫ И ИХ ИНГИБИТОРЫ 
В ОПУХОЛЕВОЙ ИНВАЗИИ

Нормальные биологические процессы морфогенеза, дифферен- 
цировки, заживления язвы, ангиогенеза, клеточной подвижности и
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аберрантные процессы опухолевой инвазии и метастазирования 
нуждаются в реконструкции экстраклеточного матрикса. Реконст­
рукция ЭКМ состоит из следующих этапов:

1) деградация ЭКМ путем эксцизии его компонентов;
2) регенерация компонентов ЭКМ;
3) пространственная реорганизация компонентов ЭКМ.
Чтобы успешно основать метастатическое отложение, адгезион­

ная способность опухолевых клеток регулируется сложным обра­
зом. В начальной стадии диссеминации эмиссия клеток из первич­
ной опухоли нуждается в уменьшении межклеточной адгезии. Уже 
отделившиеся от опухолевой ткани клетки долэкны иметь способ­
ность прилипать и пронизывать барьеры в форме Э КМ , стромаль­
ной ткани и сосудистого эндотелия. Клеточное взаимодействие с 
ЭКМ и другими клеточными элементами обеспечивается реконст­
рукцией ЭКМ. Этот процесс облегчается протеолитическими фер­
ментами опухолевых клеток. Некоторые из них сами являются ин­
тегральными компонентами ЭКМ, другие могут секретироваться 
или оставаться ассоциированными с клеточной мембраной, и те, и 
другие являются неотъемлемыми компонентами регуляции рекон­
струкции ЭКМ. Среди них серинпротеазы, катепсины и матрикс- 
ные металлопротеиназы. Протеолитическая функция ферментов 
уравновешивается и регулируется специфическими протеазными 
ингибиторами и катализируется их удалением. Эти протеазы и их 
ингибиторы активно участвуют в детерминации комплексной струк­
туры и биохимических характеристик ЭКМ, специфического био­
логического поведения.

Урокиназа (urokinase-type plasminogen activator, uPA) — серин- 
протеаза, которая секретируется как одноцепочечный неактивный 
профермент, который затем расщепляется на две цепи, удерживае­
мые вместе дисульфидной связью. Проурокиназа может активиро­
ваться другими мембраноассоциированными протеиназами, такими 
как катспсин В. Урокиназная активность определяется преимуще­
ственно в мембранной фракции, при этом неактивная A-цепь свя­
зывается со специфическим мембранным рецептором, а В-цепь 
катализирует превращение плазминогена в плазмин. Урокиназа и 
тканевой активатор плазминогена ( tРА) обнаружены в ткани опу­
холей молочной железы, а урокиназоспецифический рецептор -  в 
опухолях молочной железы и толстой кишки. Урокиназа может быть 
прогностическим фактором у пациенток, позитивных по рецептору 
эстрогена (ER) и без метастазов в лимфатических узлах, но у паци­
енток с ER-негативной опухолью клинический исход не связан с
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уровнем РА. Инвазивная способность опухолевых клеток не связа­
на напрямую с уровнем синтеза или секреции урокиназы опухоле­
выми клетками, но зависит от экспрессии соответствующих рецеп­
торов (рецепторов активатора плазминогена, PAR). PAR -  
высокогликозилированный протеин, который связывается с кле­
точной мембраной посредством своего гликолипидного домена и 
взаимодействует с РА через свой N-терминальный домен. Рецеп­
тор может связывать и урокиназу, и проурокиназу, при этом неак­
тивный фермент активируется на мембране.

Функциональный механизм деградации ЭКМ урокиназой -  ге­
нерация плазмина, который деградирует компоненты ЭКМ лами­
нин и коллаген IV типа. Регуляция инвазивного поведения клеток 
опухоли молочной железы эстрогеном представляет собой часть этого 
пути. В другом механизме РА активирует ангиогенез и сосудистую 
инвазию посредством активации фактора роста гепатоцитов HGF, 
который является мощным митогеном и стимулятором ангиогене­
за. Топографическое распределение активаторов плазминогена в 
опухолях дает основание считать, что они способствуют инвазии 
опухоли в смежные ткани. Уровень иРА в клетках эксперименталь­
ной мышиной меланомы коррелирует с ее способностью формиро­
вать легочные метастазы. Ингибирование связывания эндогенного 
РА с его рецепторами на мембране может проявляться в ингибиро­
вании инвазивности опухолевых клеток.

В карциномах эндометрия и желудка показан повышенный уро­
вень урокиназы по сравнению с нормальными тканями. В опухо­
лях желудка с метастазами уровень урокиназы выше, чем в опухо­
лях без метастазов. Слабо дифференцированные карциномы желудка 
содержат больше РА, чем хорошо дифференцированные. Высокий 
уровень РА наблюдается в зоне между нормальным эпителием тол­
стой кишки и аденокарциномой. Рецепторы РА обнаружены в тка­
нях инвазивной карциномы молочной железы, но не в нормальных 
тканях. Гемобластомы содержат высокий уровень PAR в инвазив­
ном крае. Исследования, выполненные на клеточных линиях из 
опухолей молочной железы, показали, что линии с более высоким 
уровнем РА обладают большей инвазивностью. Экспрессия и иРА, 
и tPA повышается после добавления в культуральную среду эстро­
гена, и одновременно вдвое возрастает инвазивность. Если клетки 
одновременно обработать эстрогеном и его антагонистом тамокси- 
феном, повышение инвазивности блокируется.

В норме достижению равновесия в отношении клеточной инва­
зивности способствует экспрессия PAI (plasminogen activator
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inhibitor), который связывается с РА ковалентно и ингибирует его 
активность. Инвазия ЭКМ опухолевыми клетками может быть пре­
дотвращена специфическим ингибитором активатора плазминоге­
на PAI или блокированием урокииазных рецепторов антителами 
против A-цепи урокиназы. Трансфекция кДНК РА1 в клетки мела­
номы человека, продуцирующие РА, обусловливает тотальную ин- 
гибицию растворимого и мембраноассоциированного РА вместе с 
ингибицией деградации ЭКМ.

Соотношение уровней продукции РА и PAI не только отражает 
инвазивность опухоли, но и коррелирует со степенью ее диффе­
ренцированности, клинической стадией и метастатическим стату­
сом, и, следовательно, РА/РАI-статус имеет прогностическое зна­
чение для больных с колоректальными опухолями. Как и ряд других 
маркеров (с-егЬВ-2, р53, иРА и VEGF), PAI коррелирует с метаста­
тическими свойствами и имеет прогностическое значение для боль­
ных с опухолями молочной железы.

Катепсины — лизосомальные ферменты, которые участвуют во 
многих физиологических функциях благодаря своей протеолити­
ческой активности. Катепсин D — аспартатпротеиназа, катепсины 
В и L -  цистеинпротеиназы, катепсин G — серинпротеиназа. Био­
химически катепсины относятся к гликопротеинам, содержащим 
фосфоманнозильные остатки, которые связываются с рецепторами 
различных лигандов маннозо-6-фосфатом и доставляются к лизо- 
сочам. Повышенная активность всех протеолитических ферментов 
семейства катепсинов в опухолевых клетках, особенно в инвазив­
ных зонах опухоли или в области соприкосновения опухоли и ее 
стромального компонента, способствует росту' метастатического 
потенциала многих типов злокачественных опухолей.

Катепсин D играет заметную роль в опухолевой инвазии и мета- 
стазировании. Его активность регулируется внутриклеточным pH, 
ростовыми факторами, гормонами и специфическими эндогенны­
ми ингибиторами. Эстроген и ростовые факторы, такие как IGF-I, 
EGF, bFGF, стимулируют экспрессию катепсина D в опухолевых 
клетках при раке молочной железы, но она не зависит от стероидо­
рецепторного статуса опухоли. В опухолях многих типов обнаруже­
ны гнперэкспрессия, аномальные процессинг или секреция катеп­
сина D. Усиленная экспрессия катепсина D показана в гепатомах, 
тиреоидных карциномах, меланомах, гинекологических опухолях, 
опухолях желудка, предстательной железы, мочевого пузыря, тол­
стой кишки, молочной железы и в плазме больных раком молоч­
ной железы. На ранних стадиях рака желудка наличие микромета­
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стазов в лимфатических узлах и инвазивность опухоли коррелиру­
ют с уровнем экспрессии катепсина D в первичной опухоли.

Значение катепсина D в опухолевой инвазии изучено экспери­
ментально. Инвазивные свойства клеток глиобластомы ингибиру­
ются антителами против катепсина D, а клеток опухоли молочной 
железы -  антисмысловыми кДНК катепсина D. In vivo инвазив­
ность опухоли может быть связана со степенью экспрессии катеп­
сина D. Например, глубина инвазии миометрия коррелирует с со­
держанием катепсина D в аденокарциноме эндометрия. Обнаружены 
заметная ассоциация катепсина D с инфильтрирующими карцино­
мами ВСЗ молочной железы и его локализация по периферии опу­
холи. Уровень экспрессии фермента коррелирует со степенью зло- 
качественности и с пролиферативным индексом, но прогностическое 
значение в отношении общей и безрецидивной выживаемости имеет 
активная процессированная форма. Макрофагальные инфильтра­
ты, содержащие большие количества катепсина D, также описаны 
в инвазивных переходноклеточных карциномах мочевого пузыря и 
карциномах желудка, особенно в периферической инвазивной зоне 
опухолей. Метастатическое поражение лимфатических узлов при 
колоректальном раке коррелирует с различиями во внутриклеточ­
ной локализации катепсина D и особенно с экспрессией катепсина 
D стромальными клетками. Таким образом, при изучении роли 
катепсина D в процессах метастазирования происходит смещение 
акцентов с опухолевых клеток на стромальные.

Катепсин В секретируется клетками в форме неактивного про- 
катепсина В. Он активируется во внеклеточной среде и способ­
ствует деградации ЭКМ превращением проурокиназы в активную 
форму, как это происходит в культуре клеток из опухоли предста­
тельной железы, и активацией пролиферации эндотелиальных кле­
ток, как показано в глиомах. Ассоциация катепсина В с плазмати­
ческой  м ембраной эндотелиальны х клеток обнаруж ена и в 
карциноме предстательной железы. При изучении тканевой лока­
лизации катепсина В в опухоли он выявлялся в основном в васку­
лярных структурах инвазивного фронта, и, следовательно, его па­
тогенная роль относится к опухолевому ангиогенезу. Процесс 
неоваскуляризации, сопровождаемый развитием опухоли, начина­
ется с локального растворения базальной мембраны протеолити­
ческими ферментами, которые стимулируют эндотелиальные клет­
ки в ответ на анпюгенные стимулы, такие как bFGF. IL-1, который 
является индуктором ангиогенеза, может значительно повысить 
уровень катепсина В.



174 о Глава 5

В соответствии с корреляцией между инвазией и степенью эксп­
рессии катепсина В последний можно считать индикатором опухо­
левой прогрессии. Уровень катепсина В коррелирует не только с 
TNM-стадией, со степенью злокачественности и метастазирования 
в лимфап1ческие узлы, но и с общей выживаемостью и риском ре­
цидива. Гиперэкспрессия катепсина В ассоциирована с деградацией 
базальной мембраны и нодальной инвазией. При этом опухоли по­
здних стадий содержат значительно большие количества катепсина 
В, чем на стадии I. Уровень катепсина В обратно пропорционален 
5-летней общей выживаемости. Низкий уровень катепсина В в ста­
дии I аденокарциномы легкого ассоциирован с 94% 5-летней общей 
выживаемостью при только 45% выживаемости больных с высоким 
уровнем катепсина В. Низкое содержание катепсина В является ин­
дикатором лучшего прогноза и в поздних стадиях болезни.

Экспрессия катепсина В связана со степенью агрессивности гли­
ом, соответственно более высокая пропорция катепсин-В-позитив- 
ных клеток встречается в анапластических астроцитомах и глиобла­
стомах, чем в дифференцированных астроцитомах. Инвазивные 
клетки глиобластомы склонны быть катепсин-В-позитивными, при 
этом количество и транскриптов, и белка катепсина В увеличено в 
опухолях ВСЗ. В карциномах желудка с метастазами содержится боль­
ше катепсина В, чем в карциномах без метастазов.

Катепсин-В-содержащие везикулы в клетках линий, различаю­
щихся по степени хтокачественности, локализованы по периферии 
клеток с большей злокачественностью, что проявляется в посте­
пенной редукции количества внутриклеточного катепсина В и уве­
личении его секреции. Следовательно, внутриклеточное движение 
и секреция катепсина В могут быть важным признаком  клеток, 
обладающих инвазивностью.

Цистеинпротеаза катепсин L влияет на подвижность и инвазив­
ные свойства опухолевых клеток, вызывая деградацию клеточных 
мембран и ряда компонентов ЭКМ (ламинина, фибронектина, про- 
теогликанов, коллагенов, эластина и др.) и способствуя тем самым 
усилению клеточной миграции и опухолевой прогрессии к мета­
статической стадии при опухолях различных типов. Ее активность 
подвержена модуляции цитокинами, например, IL-6 усиливает, а 
TGFp подавляет экспрессию катепсина L. Японские онкологи счи­
тают, что катепсиновый статус желудочной карциномы на ранней 
стадии может служить критерием выбора хирургической тактики. 
Они полагают, что, хотя гастрэктомия с иссечением лимфатичес­
ких ухюв является стандартным методом лечения карциномы же­
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лудка ранней стадии, пациенты без метастазов могут быть излече­
ны щадящей органосохраняющей операцией без иссечения лимфа­
тических узлов.

Лизосомальная мультифункциональная пептидаза катепсин А иг­
рает роль как в злокачественной трансформации кожи, так и в мета­
статической диссеминации первичной меланомы. В отличие от дру­
гих членов семейства катспсинов, онкогенный потенциал катепсина 
А обладает высокой тканеспецифичностью, что объясняется, по-ви­
димому, высокой тканеспецифичностью его функции.

Матрикспыемета,ъгопротеипазы (matrix metalloproteinascs, ММР) 
— семейство высококонсервативных эндопротеиназ, содержащих 
атом металла и способных деградировать большинство, если не все, 
компоненты базальной мембраны и ЭКМ. Известно более 20 ММР 
человека (табл. 5).

Для прогрессии опухоли необходимы специфически изменен­
ные процессы матриксной деградации и клеточной адгезии. Иссле­
дования последних лет установили, что существует механистичес-

Таблица 5. Классификация и номенклатура ММР человека

С ем ей ство  М М Р №  М М Р Н азвание М М Р
Коллагеназы 1 Интерстициальная коллагсназа

8 Нейтрофильная коллагеназа
13 Коллагеназа-3

Ж елатиназы 2 Желатиназа типа IV 72 кДа
9 Ж елатиназа типа IV 92 кДа

Стромелнзины 3 Стромелизин-1
10 Стромелизин-2
11 Стромслизин-3
18 Стромелизин-подобная ММР

М М Р 14 М М -М М Р (membrane-inserted)
мембранного 15 MI-2-MMP
типа 16 MI-3-MMP

17 MI-4-MM P
24 MI-5-MM P
25 MI-6-MM P

Д ругие М М Р 7 Матрилнзнн (PUMP-1)
12 Эластаза макрофагов
19 ММР, ассоциированная с ревматоидным

артритом
20 Энамелизин
21 Недавно клонированная ММР
22 Недавно клонированная ММР
23 Недавно клонированная ММР
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кая п функциональная снизь между этими двумя процессами и что 
ММР участвуют в обоих через множественные координированные 
взаимодействия с элементами аппарата клеточной адгезии для об­
легчения движения клеток через ЭКМ. Например, ММР-2 расщеп­
ляет ламинин-5 -  белковый компонент базальной мембраны, ко­
торым эпителиальные клетки прилипают и взаимодействуют с 
трансмембранными интегринамп. Расщепление ламинниа-5 инду­
цирует клеточную миграцию.

Регуляция ММР. Гены ММР экспрессируются в норме на низ­
ком конститутивном уровне, но индуцируются в различных физио­
логических условиях, когда требуется перестройка ЭКМ, напри­
мер, в эмбриогенезе, при заживлении язвы и реконструкции кости. 
Повышенная экспрессия или активация ММР наблюдается в раз­
личных патологических состояниях, например, при артритах и раке. 
Ферменты с такими потенциально разрушительными эффектами 
должны очень строго регулироваться, и действительно, экспрессия 
индивидуальных членов семейства ММР регулируется раздельно, 
тканеспецифично и на различных временных и пространственных 
уровнях. Некоторые гены ММР (ММР-1, -3, -7, -9, -10, -12 и -13) 
являются пндуцибельными, их промоторы содержат высококонсер­
вативные регуляторные элементы. Два основных типа сайтов свя­
зывания в промоторах этих генов -  сайты связывания транскрип­
ционного фактора АР-1 (activating protein 1) и PEA-3 (polyoma 
enhancer activator 3). Сайт связывания АР-1 является сайтом ини­
циации базальной транскрипции гена ММР, а также связывания 
молекул, ингибирующих экспрессию индуцибсльных ММР-генов. 
Этот сайт необходим для транскрипционного ответа на множество 
сигналов, например, IL-1, TNFa, интерферон-р, глюкокортикои­
ды, рстипоиды и TGFp. Связывание АР-1 активирует экспрессию 
генов ММР.

Гипсрэкспрессия ММР характерна для большинства злокаче­
ственных опухолей. Матриксным металлопротеиназам принадле­
жит центральная роль в процессах ангиогенеза, опухолевой инва­
зии и метастазирования (рис. 5.7). Индивидуальные ММР могуг 
иметь различные, возможно, противоположные, функции в ангио­
генезе. Протеолиз ЭКМ — предпосылка ангиогенеза, и активиро­
ванные ММР (главным образом ММР-2) присутствуют в местах 
ангиогенеза. Однако некоторые ММР (ММР-2, -3, -7, -9) способ­
ны к протеолизу плазминогена с образованием апгностатина, эн­
догенного ингибитора ангиогенеза, который специфически инги­
бирует пролиферацию эндотелиальных клеток через взаимодействие
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Рис. 5.7. Ран» ММР и реконструкции ЭКМ. опухолевой инвазии и меглстазнровании.
Экспрессия ММ Р находится под влиянием разнообразных биологических модифи­
каторов (ростовых факторов, цитокинов, онкогенов). Функция ММР контролиру­
ется ингибиторами (TIM P) и модулируется рстиноплами и кортикостероидами. 
Сериниротеаты также влияют на активность ММР, но они могут участвовать в 
деградации ЭКМ и другим путем, а именно через активацию катспсниов. СР -  
фермент церулоплазмин (ceruloplasmin), белок острой ([газы, неспсннфнческий он­
комаркер.

с рядом молекул клеточной адгезии. ММР участвуют в изменении 
адгезии между опухолевыми клетками и их микросредой и движе­
нии клеток через ЭКМ.

Члены семейства ММР близкородственны по структуре (рис. 5.8). 
Они содержат 4 основных домена: 1) домен транслоканионного сиг­
нала; 2) продомен, который важен для поддержания фермента в ла­
тентной форме; 3) каталитический домен и 4) TIMP-связывающий 
домен. Домен транслокационного сигнала содержит пептидную пос­
ледовательность для передачи сигнала к транслокации молекулы в 
эндоплазматический ретикулум. В процессе активации фермента 
происходит так называемое цистеиновое переключение. N-терми-
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Рис. 5.8. Структура молекулы ММР.

нальная часть молекулы изгибается таким образом, что цистеино­
вый остаток в консервативной последовательности продомена (до­
мена активации) взаимодействует с атомом цинка каталитического 
центра молекулы (гп 2+-связывающего домена). Нарушение этого 
взаимодействия -  первый этап активации проММР, затем следует 
протеолитическое расщепление пептида PRCGXPDV. Активирован­
ная ММР удаляет продомен аутопротеолизом.

Идентифицированы 4 ингибитора ММР, названные тканевыми 
ингибиторами металлопротеиназ (tissue inhibitors of metalloproteinases, 
TIMP-1, 2, 3).

Несколько модификаторов биологического ответа способны регу­
лировать синтез ММР. Некоторые цитокины, в частности, интерлей­
кины участвуют в регуляции ММР на транскрипционном или пост­
транскрипционном уровне. Было показано, что IL-1 индуцирует 
ММР-1 и ММР-3 в фибробластах. Эта транскрипционная активация 
супрессируется интерлейкином-4. IL-6 вовлечен в регуляцию эксп­
рессии ММР-2, ММР-9 и TIMP-1 в клетках неходжкинских лимфом. 
Повышение уровня IL-6 коррелирует с усилением экспрессии генов 
ММР-2 и ММР-9, которое ухудшает пропюз заболевания. IL-10 стиму­
лирует продукцию TIMP-1 и ингибирует секрецию желатин аз (ММР-2 
и ММР-9) в иммортализованных клеточных линиях из предстатель­
ной железы человека и препятствует ангиогенезу in vitro. В отличие от 
антиангиогенного IL-10, IL-8 является проангиогенным цитокином. 
Трансфекция меланомных клеток геном IL-8 приводит к усилению 
активности ММР-2 и инвазивности клеток. Ультрафиолетовые лучи 
и гипоксия индуцируют IL-8 и соответственно увеличивают агрессив­
ность меланомы. Цитокины и ростоЕше факторы усиливают продук­
цию ММР-1 и ММР-3 на транскрипционном уровне. Продукция ней- 
трофильной коллагеназы стимулируется форболовыми эфирами.

Промоторы генов коллагеназы и стромелизина содержат сайты 
связывания АР-1, который представляет собой гетеродимерный ком­
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плекс из белков c-fos и c-jun и опосредует клеточный ответ на росто­
вые факторы и цитокины. Эти сайты отвечают и за позитивную, и за 
негативную регуляцию генов ММР. Ретиноиды, TGFp и кортикос­
тероиды ингибируют синтез ММР-I и -3, блокируя А Р-1-связываю­
щий элемент в промоторе гена. К индукторам ММР относятся ин- 
терфероны а, р, у, IL-1, TNF, ростовые факторы EGF, bFGF и PDGF, 
онкобелки c-fos, c-jun, H-Ras и Mos, а также тепловой шок и неко­
торые другие факторы.

Регуляция функций ММР и TIPM — тонко координированный 
процесс. TIPM-1 экспрессируется во множестве клеточных типов 
(макрофагах, фибробластах, эндотелиальных клетках). Его экспрес­
сия регулируется ростовыми факторами (bFG F, T G Fp, EG F), 
цитокинами (TNFa, IL-1, -6, -11), ретиноидами, форболовыми эфи­
рами, глюкокортикоидами и стероидными гормонами. Эти биоло­
гические модуляторы дифференцированно регулируют синтез ММР. 
Например, глюкокортикоиды и TNF подавляют продукцию ММР, 
но усиливают экспрессию TIMP. Лютеинизирующий гормон и 
12-О-тетрадеканоилфорбол-13-ацетат усиливают экспрессию инги­
битора и тем самым обеспечивают контроль протеолиза и реконст­
рукции фолликулярной соединительной ткани, ассоциированной с 
овуляцией. Следовательно, регуляция активности ММР контроли­
руется не только дифференциальной индукцией экспрессии проте- 
иназ, но и компенсаторной модуляцией экспрессии соответствую­
щих ингибиторов. Эстрогены усиливают инвазивность клеток из 
карциномы молочной железы при усилении деградации коллагена 
IV типа. В эстроген-чувствительных линиях эстроген не изменяет 
экспрессию ММР-2, но подавляет экспрессию TIM P-2 на 50%. 
Регуляция MMP/TIMP может быть тканеспецифической, и общий 
протеолитический ответ управляется несколькими факторами. 
В фибробластах экспрессия стромелизина индуцируется фактором 
EGF, а в нервных клетках — NGF. TGFp супрессирует экспрессию 
коллагеназы и одновременно, взаимодействуя с bFGF и EFG, про- 
мотирует индукцию TIMP. Этот комплексный процесс регуля­
ции протеолитической активности, демонстрируемый опухолевы­
ми клетками, сопутствует инвазивности и метастазированию, как 
показано ниже.

Реконструкция ЭКМ в раннем эмбриональном развитии включа­
ет несколько ММР, что позволяет эмбриональным клеткам участво­
вать в межклеточных и клеточно-ЭКМ-адгсзионных взаимодействи­
ях, важных для клеточной миграции, роста и морфогенеза. Индукция 
дифферепцировки клеток эмбриональной карциномы ретиноевой
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кислотой усиливает экспрессию генов ММР и TIMP, свидетельствуя 
о том, что контроль эмбрионального развития достигается регуляци­
ей MMP-TIMP-системы. Кроме вышеназванных, к ингибиторам 
синтеза ММР относятся тиреоидные гормоны, глюкокортикоиды, 
прогестерон и андрогены. Все эти агенты связываются с молекулами 
из суперсемейства ядерных рецепторов, которые контролируют ген­
ную экспрессию ММР различными механизмами. Ядерные рецеп­
торы могут связываться с элементами HRE (hormone responsive 
element) в промоторах генов ММР и формируют комплексы с ДНК 
при взаимодействии с белками АР-1. Глюкокортикоиды репресси­
руют транскрипцию гена ММР-1, взаимодействуя с белками АР-1. 
Рстиноиды супрессируют транскрипцию ММР-1 по механизму, вклю­
чающему ингибирование мРНК и белков Fos и Jun, а также форми­
рование комплексов рецепторов ретиноевой кислоты с АР-1. Ядер­
ные рецепторы и их лиганды могут ингибировать ММР непрямым 
путем. Ретиноиды и глюкокортикоиды индуцируют транскрипцию 
TIMP. Центральную роль в модуляции уровня экспрессии ММР иг­
рает посттранскрипционная регуляция, так как все растворимые ММР 
секретируются в виде неактивной формы и активируются после от­
щепления N-терминального продомена. ММР мембранного типа 
отличаются наличием трансмембранного домена и внутриклеточной 
(до попадания на клеточную поверхность) активацией.

Прямая корреляция между инвазивностью /  метастазированием и 
продукцией ММР опухолевыми клетками известна давно. Онкоген- 
ная трансформация генами Ras и Мус часто генерирует метастати­
ческий фенотип, но может быть ингибирована введением в клетку 
гена Е1А, которое является одновременно причиной ингибирования 
ММР. В промоторе гена ММР-1 описан однонуклеотидный поли­
морфизм, который влияет на его транскрипцию. Дополнительный 
гуанин-1607 усиливает транскрипцию гена ММР-1 и в нормальных, 
и в опухолевых клетках. Этот генотип обнаружен в 62,5% клеточных 
линий опухолевого происхождения (рак молочной железы и мелано­
ма) и в 30% контрольных. У пациенток с опухолью яичника аллель 
GG встречается значительно чаще, чем у онкологически здоровых 
людей. Уровень ММР-1 у больных с фенотипом GG значительно 
выше, чем у больных с фенотипом G. Промоторы некоторых ММР- 
генов содержат сайт связывания белка р53. Взаимодействие с р53 
подавляет экспрессию гена ММР-1 и индуцирует трансактивацию 
гена ММР-2.

Трансформированные клетки с высоким метастатическим по­
тенциалом имеют высокий уровень продукции ММР стромелизи-
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нов 1-3 по сравнению с клетками с низким метастатическим по­
тенциалом. Антитела против коллагеназы IV ингибируют инвазию 
базальной мембраны клетками меланомы человека. В метастати­
ческих вариантах опухолевых линий определена редукция экспрес­
сии TIMP по сравнению с неметастатическими вариантами. Введе­
ние экзогенного TIMP-2 или антител против ММР-2 подавляет 
инвазивную способность клеток фибросаркомы человека. Экспрес­
сия TIMP-2 полностью подавлена в инвазивных клетках глиомы по 
сравнению с неиивазивными линиями и фетальными клетками мозга 
человека. В инвазивных линиях глиомы показан высокий уровень 
транскрипции гена h-Mtsl, который придает клеткам инвазивные 
и метастатические свойства. Предполагается, что это происходит 
через усиление активности ММР и подавление TIMP.

Высокая экспрессия стромелизина-3 определена в стромальных 
клетках инвазивных опухолей молочной железы и головы и шеи. 
Экспрессия стромелизина-3 и коллагеназы IV типа коррелирует с 
метастазированием опухоли молочной железы и легкого в лимфа­
тические узлы. ММР-2 и -9 ассоциированы больше с инвазивной, 
чем с поверхностной опухолью и экспрессируются в большей сте­
пени в стромальных, чем в опухолевых клетках. Секреция ММР 
стромальными клетками способствует диссеминации метастатичес­
кой субпопуляции.

Таким образом, существует бесспорная корреляция между эксп­
рессией и регуляцией активности матриксных протеиназ и мета­
статическим процессом. Экспрессия протеиназ часто резко увели­
чена в инвазивных зонах опухоли или в области соприкосновения 
опухоли и ее стромального компонента. «Колонизация» протеина- 
зами клеточной поверхности, инициация протеолитического кас­
када и избирательная деградация белков экстра клеточного матрик­
са предшествуют метастатической диссеминации и прогрессии 
опухоли.

5.7. ОНКОГЕНЫ И МЕТАСТАЗИРОВАНИЕ

Природа генетических изменений, претерпеваемых опухолевы­
ми клетками в ходе прогрессии опухоли, в целом и в отношении 
метастатического потенциала изучена недостаточно. Идентифика­
ция этих генетических изменений должна стать одной из первооче­
редных целей онкологических исследований, так как способность 
к метастазироваиию — генетически детерминированное свойство,
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прогрессия опухоли к метастатическому состоянию подразумевает 
изменения в экспрессии генов.

Одна из особенностей злокачественных опухолей, которая при­
дает им метастатический потенциал, — инвазия опухолевых клеток в 
окружающие ткани. Профиль специфически раковой генной эксп­
рессии включает как активируемые (усиливающие трансформирую­
щий фенотип), так и подавляемые (супрессоры трансформирующе­
го фенотипа) гены. Среди этих дифференциально экспрессирующихся 
генов имеются ответственные за инвазию, которая может быть ре­
зультатом координированного взаимодействия между опухолью, стро­
мой и инфильтрирующими воспалительными клетками. Стромаль­
ные клетки могут способствовать инвазии через паракринную 
продукцию цитокинов, ростовых факторов и экстраклеточных про- 
теиназ, но могут также вырабатывать супрессоры инвазии, такие как 
ингибиторы экстраклеточных протеаз.

Инвазия -  строго регулируемый процесс, используемый нор­
мальными клетками многих типов, когда для них возникает необ­
ходимость мигрировать через тканевые границы. Инвазия, подоб­
но пролиферации, прекращ ается, когда исчезает действие 
соответствующих стимулов, и, следовательно, существует транскрип- 
ционно регулируемая мультигенная программа инвазии, которая, 
подобно пролиферативной, активируется экстраклеточными сиг­
налами. В качестве основных транскрипционных факторов, кото­
рые функционируют на путях сигнальной трансдукции и активиру­
ют инвазионную программу, идентифицированы N FkB (nuclear factor 
kappa В) и АР-1 (activator protein 1).

Трансформация онкогенами, которые функционируют на путях 
трансдукции сигналов от ростовых факторов, такими как ras, raf и 
тек, проявляется в резком усилении экспрессии компонентов и 
функциональной активности АР-1. Представление о том, что АР-1- 
регулируемые гены играют важную роль в инвазии, основано на сле­
дующих наблюдениях. Во-первых, индуцибельные М М Р имеют 
АР-1-связывающие сайты в позиции 66-72 своих промоторов, кото­
рые ответственны за базальную экспрессию и ответ на ростовые фак­
торы. Во-вторых, повышенная экспрессия компонентов АР-1 уси­
ливает клеточную инвазию. Доминантные негативные мутации гена 
c-jun, ингибирующие активность АР-1, редуцируют инвазивность 
многих клеточных типов, включая карциномы человека. Трансфор­
мация клеток геном c-fos активирует мультигенную программу ин­
вазии без стимуляции прогрессии клеточного цикла. Это отделяет 
пролиферативный компонент трансформации от морфологического
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компонента, ассоциированного с инвазией. Мутационный анализ 
онкопротеинов семейства fos демонстрирует, что их трансформиру­
ющая активность зависит от способности связываться с белками се­
мейства jun и трансактивировать генную экспрессию.

Для изучения мультигенной программы инвазии создана библио­
тека кДНК более 200 генов, дифференциально экспрессирующихся 
(активируемых и репрессируемых) в fos-трансформированных фиб­
робластах. Более половины активируемых генов экспрессируются в 
клетках после приобретения ими инвазивности. Функциональные 
исследования показали, что активируемые гены кодируют белки, 
ассоциированные с инвазией, такие как экстраклеточные протеазы, 
молекулы межклеточной адгезии, клеточные рецепторы для компо­
нентов ЭКМ, регуляторные белки цитоскелета, факторы подвижно­
сти, ингибиторы апоптоза, регуляторы транскрипции и ангиогенеза 
(табл. 6).

В число активируемых в fos-трансформированных клетках генов 
входит ген эзрина (ezrin), который кодирует один из белков, регу­
лирующих взаимодействия между мембранными белками и акти­
ном цитоскелета. Эзрин в нормальных клетках существует в пер­
вую очередь как цитоплазм атически й  белок с латентны м  
актин-связывающим потенциалом. Стимуляция ростовыми факто­
рами приводит к фосфорилированию эзрина, его транслокации к 
складчатым участкам мембраны, где он взаимодействует с внутри­
клеточным доменом CD44.

CD44 и эзрин ко-локализуются в расширяющейся псевдоподии 
fos-трансформированных клеток. Удаление эзрина из псевдоподий 
приводит к их исчезновению и ингибирует клеточную подвижность, 
которая необходима для инвазии. Экспрессия эзрина, как и CD44, 
в нормальных клетках не придает им инвазивность. Это означает, 
что утрата функции единичного компонента инвазионной програм­
мы достаточна для ингибиции одного из важных аспектов инвазии, 
но экспрессия единичного компонента недостаточна для придания 
клетке инвазивности.

Некоторые А Р-1-активируемые гены (SaplS, RbAp46 и МТА1) 
являются компонентами гистондезацетилазного комплекса, ассо­
циированного с супрессией генной экспрессии, и этим объясняет­
ся подавление экспрессии большого количества генов в трансфор­
мированных фибробластах и опухолях. ДНК-5'-метилтрансфераза 
(кодируемая геном dnmtl) может формировать комплексы с гистон- 
ацетилазами, которые участвуют в регуляции морфологической 
трансформации и инвазии. Ингибиция экспрессии dnmtl или об-
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Таблица 6. АР-1-активируемые гены

Генный продукт Ф у н к ц и я
ММР2.9, 10 Протеазы
Урокиназа “
Катепсины L, В, D 44
РАН Ингибитор активатора плазминогена
h-MtsI S-100 С а2+-связы ваю щ нн белок
Онкомодулнн “
LBP (laminin binding protein) р67 Л аминин-связы ваю щ ий белок
CD44 Рецептор гиалуроната
TGFP-нндуцируемый белок Клеточная адгезия
Эзрнн А ктин/мембраносвязы ваю щ ий белок
Вимснтнн Белок цитоскслста
Arf-1 (ADP-ribosylation factor) А ктин-цитоскслетны й регулятор
Scar2 ARP2/3 регуляция сем ейства WASP 

(W iscott-A ldrich syndrom e protein)
р16-субъсднннца Агр2УЗ (actin-related 
protein)

А ктин-цитоскелетны й регулятор

Rho-кшша a Rho-зависимая киназа
GAK (cyclin G-associated kinase) Циклин G -зависим ая киназа
Krpl (kelch related protein) Kelch-родственны й белок
Циклооксигеназа (Cox) 2 Ц иклооксигеназа 2
Тнрозинфосфатаза Т ирозннф осфатаза
Протеинфосфагаза (PP) 2A Регуляция РР2А
N-ацегилтрансфераза (NAT 1) Репрессор трансляции
Гистондезацетилаза (HDA) C4 Г нстондезацетилаза
Метастазассоциированный белок С убьединица гистондезацетилазы
RbAp46 (Rb-associated protein) «4

SAP18 (mSin3-associated polypeptides) 44
Dnmt (DNA 5-methylcytosine
transferase) 1

Д П К -метилтрансф сраза

Tip30 Транскрипционный фактор
Fral, 2 (Fos related antigen 1 и 2) 44
c-jun 14

junD “
VEGF Ангиогенез
Ангиогенин 44
Кластсрин А поптоз

работка клеток трихостатином A (TSA), ингибитором гистондсза- 
цетилазной активности, ингибирует морфологическую трансфор­
мацию онкопротеином fos, и поэтому гистондезацетилазы следует 
рассматривать как компонент инвазионной программы, a TSA -  
как потенциальный ингибитор инвазии в fos-трансформированных 
и стимулированных ростовыми факторами фибробластах.
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АР-1-репрессируемые гены кодируют опухолевые супрессоры, ин­
гибиторы протеаз, компоненты ЭКМ, белки межклеточной и мат- 
риксноклеточной адгезии, негативные регуляторы Ras-, Wnt- и 
TG Fp-сигнальных путей и транскрипционные факторы (табл. 7).

Некоторые опухолевые супрессоры функционируют как супрес­
соры инвазии, например, PTEN, Е-кадерин, SMAD/DPC4. Эпиге­
нетическое подавление функции генов па уровне генной экспрес­
сии, например, метилированием ДНК или гистонацетилированисм, 
встречается в опухолях значительно чаще, чем мутационная инак-

Таблица 7. АР-1-репрессируемые гены

Генны м  продукт Ф ункции
PTEN Ингибитор сигнальной трансдукцин
Е-кадерин U nnioirrop инвазии
SM A D/DPC4 Ингибитор инвазии
Л изнлоксндаза Поперечные сшивки коллагена
Ф нбронектин Компонент ЭКМ
Коллаген типа 1
SPARC “
M GC-24 (m ucin-like glycoprotein) Адгезия
TSC-1 (tuberosclerosis complex) Адгезия/опухолсвая супрессия
Фибриллнн-1 Компонент ЭКМ
Р-актнн Цитоскелет
Тубулин-р5 Микротрубочки
TSC-36/FRP (TG Fp 1 -stimulated clone / Фоллнстатин-родствснный белок
follistatin related protein)
РКС-связываю щ ий белок Регуляция РКС
T G Fp-связывающ ий белок Регуляция TGFp
Протокадерин 43 Межклеточное взаимодействие
Frizzled-родствснныП белок Антагонист Wnt
FISP-12 ЭКМ-сигналинг
Fez Регуляция протеинкнназы С
С убъединица PP2A p Протеинфосфатаза РР2А
Некдин (needin) Супрессор роста
Касназа 11 Апоптоз
Gas-5 (growth arrest specific) Процессинг РНК
РМК-расшепляюшин фактор *•
Транскрипционный фактор S-1I Элонгация РНК
1RF-1 (interferon regulatory Транскрипционный фактор
transcription factor)
C RBP (cell retinol binding protein) •*
STAT6 ••
c-fos “
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тивация. Ген Dgr-1, изолированный из клеток опухоли толстой 
кишки, считается супрессором метастазнрования. Обработка опу­
холевых клеток ингибитором гистондсзацстилаз трихостатином А 
восстанавливает экспрессию Dgr-1, поэтому можно заключить, что 
она была подавлена вследствие метилирования и дезацетилнрова- 
ния хроматина. Гиперэкспрессия Dgr-1 в метастатических клетках 
опухоли толстой кишки редуцирует инвазию и метастатический 
потенциал. Из опухоли предстательной железы изолирован ген КАП 
(CD82), экспрессия которого супрсссирует инвазию через ингиби­
рование клеточной адгезии и подвижности. Ген SPARC, кодирую­
щий белок ЭКМ, экспрессия которого подавлена в v-jun-транс- 
формированных клетках, ингибирует формирование опухоли, нс 
влияя на ростовые характеристики клеток. Эти примеры показыва­
ют, что подавление экспрессии ряда генов в трансформированных 
клетках является частью мультигенной инвазионной программы.

Некоторые онкогены протестированы на способность придавать 
инвазивность и метастатическую способность нормальным клеткам 
(гомологи Ras, гены семейства S100 и др.). С этой целью используют 
два основных экспериментальных подхода к исследованию метаста­
тической способности in vivo: 1 Экспериментальное моделирование 
метастазов внутривенной инъекцией опухолевых клеток и измере­
ние легочной колонизации (этот подход не может обеспечить пол­
ную картину ассоциированных событий, так как введение клеток 
прямо в сосудистую систему, очевидно, пропускает несколько ран­
них стадий метастатического каскада); 2)модели спонтанного мета- 
стазирования, которые измеряют различные параметры метастати­
ческого процесса.

Активированный ген Ras индуцирует экспрессию поверхност­
ного гликопротеина CD44, который ассоциирован с повышенным 
метастатическим потенциалом. Активация Ras нс является обяза­
тельным событием опухолевой прогрессии, так как активирующие 
мутации не обнаруживают специфического паттерна клинического 
или биологического поведения злокачественной опухоли. Ras сти­
мулирует подвижность эндотелиальных клеток, которая необходи­
ма для формирования микрососудов, способствующих диссемина- 
ции опухолевых клеток в отдаленные метастазы.

Аберрации гена егЬВ2, кодирующего рецептор эстрогена, могут 
быть как ранним, так и поздним событием патогенеза опухоли мо­
лочной железы. Амплификация этого гена в опухолях молочной 
железы позитивно коррелируете метастазами в лимфатические узлы 
и негативно -  с обшей, безрецидивной и бсзметастатической вы-
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живаемостыо. По классификации Коллегии американских патоло­
гов, мультидисциплинарной группы клиницистов, патологов и 
статистиков, ген с-сгЬВ2 наравне с маркерами пролиферации, лим­
фатической и васкулярной инвазии и геном р53 относится ко вто­
рой категории прогностических факторов при опухолях этого типа.

Экспрессия рецептора эстрогена в опухолях яичников ассоции­
рована с высокой злокачественностью, а у пациенток с метастазами 
в лимфатические узлы является маркером неблагоприятного про­
гноза. Карцинома in situ, которая экспрессирует егЬВ2 и содержит 
ансуплоидную ДНК, имеет склонность перерождаться в инфильтри­
рующую карциному. Больные с назофарингеальной карциномой, эк­
спрессирующей егЬВ2, имеют худшие общую и безрецидивную вы­
живаемость. Амплификация этого гена в опухолях мочевого пузыря 
определяется только после прогрессии болезни к инвазивной ста­
дии. При орофарингеальной карциноме экспрессия егЬВ2 признана 
в качестве фактора метастазирования в лимфатические узлы, при 
раке желудка — в качестве промотора инвазии и метастазирования, 
независимого прогностического фактора и потенциальной мишени 
антиинвазивной терапии.

Онкогенность сгЬВ2 была изучена в экспериментах in vitro. Эпи­
телиальные клетки молочной железы человека трансфицировали 
нормальным или генетически измененным егЬВ2. Оказалось, что 
гиперэкспрессия нормального сгЬВ2 или его специфическая мута­
ция приводит к злокачественной трансформации клеток, придаст 
им инвазивные свойства и способность давать начало росту опухоли 
в легком экспериментального животного. ЕгЬВ2-трансфектанты де­
монстрируют повышенную адгезию к эпителиальным клеткам лег­
кого мыши по сравнению с исходными родительскими клетками.

Феномен межклеточной адгезии формируется при участии несколь­
ких белков, в числе которых Е-кадерин, супрессор инвазивности. Как 
упоминалось выше, потеря или редукция экспрессии Е-кадерина свя­
зана с утратой маркеров дифференцировки и повышением инвазив­
ного потенциала. Функциональный белок егЬВ2 связан с регуляцией 
экспрессии Е-кадсрина и а2-иитегрина, и его гипсрэкспрсссия в эпи­
телиальных клетках молочной железы человека проявляется в редук­
ции экспрессии генов Е-кадерина и а2-интегрина.

Способность деградировать базальную мембрану эндотелия — 
важная предпосылка проникновения опухолевых клеток в сосудис­
тую систему. Инвазивность опухолевых клеток тесно связана со 
способностью секретировать соответствующие ферменты. Клеточ­
ные линии, несущие трансген егЬВ2, сскрстируют такие ферменты, 
например, коллагеиазу IV типа, на уровне, примерно в 10 раз пре-
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вышаюшсм контрольный, а также повышенное количество актива­
тора плазминогена. Аденовирусный белок Е1А, способный инги­
бировать онкогенную трансформацию, инвазию и метастазирова- 
ние. редуцирует трансформирующую активность гена егЬВ2 и 
отменяет усиление инвазивности и легочной колонизации, индуци­
рованных трансформацией егЬВ2. Еще один путь ингибиции егЬВ2 -  
репрессия его транскрипции белком Rb.

Рост многих онколей контролируется и модулируется связыва­
нием эпидермального ростового фактора (EGF) с его специфичес­
ким рецептором EGFR, который кодирует ген crbBl (рис. 3.9, см. 
вклейку). Присутствие EGFR оценивается как индикатор клини­
ческой агрессивности и повышенного метастатического потенциа­
ла опухоли. EGFR-позптивность первичной опухоли молочной же­
лезы выше у пациенток с вовлечением подмышечных лимфатических 
узлов или лимфатической инвазией опухоли, чем у пациенток без 
метастазов в лимфатических узлах. Метастатические опухоли име­
ют более высокий уровень EGFR, чем соответствующая первичная 
опухоль, и EGFR-позитивность коррелирует с меньшей дифферен­
цированностью и большей злокачественностью. Многие онкологи 
считают его наиболее важным прогностическим маркером, так как 
он указывает на низкую безрецидивную выживаемость, в частно­
сти, EGFR-статус опухоли молочной железы тесно связан с опухо­
левой прогрессией и метастазированием. Обнаружено более чем 
5-кратное повышение количества белка и мРНК EGFR в клетках 
карциномы толстой кишки с высоким метастатическим потенциа­
лом по сравнению с клетками с низким метастатическим потенци­
алом. EGFR гиперэкспрессирустся в опухолях эндометрия и яич­
ника, причем EGFR-стагус коррелирует с гистологическим типом, 
клеточной пролиферацией и метастатической дисссминацией, об­
щей выживаемостью пациенток. Среди пациенток с поздними ста­
диями болезни более высокая экспрессия EGFR помогает иденти­
фицировать подгруппу с худшим прогнозом. Таким образом, 
конститутивная экспрессия или гиперэкспрессия ростовых факто­
ров и/или их рецепторов может быть важным элементом прогрес­
сии злокачественных опухолей.

5.8. ГЕМЫ-СУПРЕССОРЫ МЕТАСТАЗИРОВАНИЯ

При семейном аденоматозном пол и позе (familial adenomatous 
polyposis, FAP) у пациентов развиваются многочисленные доброка-
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чсственные аденоматозные полипы, которые со временем прогрес­
сируют в карциному. Мутации гена-супрессора опухолей АРС 
(adenomatous polyposis coli), приводящие к потере его супрессорной 
функции, идентифицированы как причина FAP. И наследственные 
(более J50), и соматические (более 300) мутации описаны в коло­
ректальных аденомах и карциномах у пациентов с FAP. Супрессор­
ная функция экспериментально подтверждена трансфекцией пол­
норазмерного нормального гена АРС в клеточные линии из опухолей 
толстой кишки. Клоны, несущие трансген АРС, имеют изменен­
ную клеточную морфологию и утрачивают способность к опухоле­
вому росту при трансплантации мышам. Механизм, которым белок 
АРС супрессирует опухолевый процесс, хорошо известен. В интес­
тинальном эпителии АРС ассоциируется с вспомогательным кле­
точным белком, кодируемым геном ЕВ1, и а-катенином, который 
в свою очередь сшит с актиновыми элементами цитоскелета и вов­
лекает АРС в клеточную адгезию. Усеченный в результате делении 
С-терминальной области, что часто происходит при раке, белок 
АРС не может ассоциироваться с цитоплазматическими микротру­
бочками. Введение хромосомы 5 (в которой локализованы гены АРС 
и а-катенина) в клетки опухоли предстательной железы проявляет­
ся в восстановлении экспрессии АРС и может супресспровать ме­
тастатическую активность этих клеток, но это возможно только при 
условии экспрессии Е-кадерина. Белок АРС редуцирует уровень 
р-катенина, промотируя его деградацию. Мутантный АРС лишен 
способности регулировать уровень р-катенина, что связано с деле- 
цией центральной части молекулы АРС и отражается в изменении 
адгезивных свойств эпителиальных клеток и их биологического по­
ведения, в частности, через регуляцию экспрессии матрилизииа 
(ММР-7, PUMP-1).

Ген АРС состоит из 15 экзонов. Известно несколько изоформ 
мРНК, продуцируемых альтернативным сплайсингом кодирующих 
и некодирующих областей. Они экспрессируются дифференциаль­
но и тканеспецифично. Множественные изоформы могут транс­
крибироваться в АРС-белки с различными биологическими свой­
ствами. Например, изоформа АРС, транскрибированная с кДНК, 
лишенной 1-го экзона, не содержит последовательности, необхо­
димой для формирования гомодимера. Манифестация атипичных 
фенотипов FAP, вариабельность тяжести и возраста начала болез­
ни может быть обусловлена существованием изоформ АРС.

Кроме прогрессии опухолей толстой кишки, ген АРС вовлечен в 
патогенез других опухолей человека. Инактивация гена АРС обна­
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ружена в аденомах желудка, оральных плоскоклеточны х карцино­
мах, эпителиальных опухолях яичника, немелкоклеточных опухо­
лях легкого. Высокая частота потери гетерозиготности в локусе 5q2I 
коррелирует с метастазированием в лим ф атические узлы и низкой 
общей выживаемостью. Потеря гетерозиготности по АРС встреча­
ется только в дифференцированных карциномах желудка и почти 
не встречается в недифференцированных опухолях.

Супрессорный ген DCC (deleted in colorectal carcinom a) вовлечен в 
поздние стадии патогенеза колоректальных опухолей. Он картиро­
ван в локусе 18q21.3, который часто делетирован в опухолях. Этот 
большой сложный ген, состоящий из 29 экзонов , высоко экспрес­
сируется в нормальной слизистой оболочке толстой кишки и дру­
гих тканях, включая мозг. Присутствие белка D C C  показано имму- 
ногистохимически в ретикулоэндотелиальны х клетках тимуса, 
миндалин и лимфатических узлов, но его экспрессия сильно реду­
цирована в карциномах. Ген DCC кодирует трансмембранный бе­
лок семейства иммуноглобулинов, содержащ ий 1447 аминокислот­
ных остатков, имеющий значительную гомологию  с адгезионной 
молекулой нервных клеток NCAM (neural cell adhesion molecule) и 
выполняющий функцию адгезионной молекулы. Экстраклеточный 
домен этого белка состоит из 4 иммуноглобулиноподобных и 6 
фибронектин-подобных доменов.

Супрессорная функция гена DCC доказана введением нормаль­
ной копии гена в опухолевые клетки. О дновременно с усилением 
генной экспрессии после трансфекции полноразмерной кДНК DCC 
в трансформированные эпителиальные клетки происходила суп­
рессия их способности к опухолевому росту.

Развитие карциноматозных очагов в ворсинчатоклеточных аде­
номах, но не рост аденомы, характеризуется потерей гетерозиготно­
сти в локусе DCC, поэтому не удивительно, что обращено внимание 
на корреляцию аномалий DCC с метастатическим потенциатом. 
Потеря гетерозиготности по хромосомному локусу 18q, как и по 17р, 
чаше встречается в карциномах поздних стадий, чем в локализован­
ных внутри мукозных карциномах. Потеря гетерозиготности в локусе 
17р13.1, где картирован ген р53, коррелирует с сосудистой инвазией, 
а в локусе 18q, где локализован ген DCC, — с печеночными и но- 
дальными метастазами. Экспрессия гена может быть подавлена в 
опухолях эндометрия, шейки матки и яичника, чаще в поздних ста­
диях, чем в ранних. Ассоциация потери гетерозиготности гена DCC 
с инвазивным поведением отмечена в опухолях молочной железы, 
карциномах мочевого пузыря. При эзофагеальных опухолях потеря
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гетерозиготности no DCC встречается в основном в слабодифферен­
цированных опухолях и ассоциирована с метастазированием в отда­
ленные сайты. Таким образом, доказана связь между потерей гете- 
розиготности по DCC в первичной опухоли и ее способностью к 
метастазированию.

Ген BRCA1 (breast and ovarian cacinoma susceptibility gene 1) карти­
рован в локусе 17q21. Мутации этого гена предрасполагают к раку 
молочной железы и яичника, так как ассоциированы более чем с 
45% наследственных опухолей молочной железы без рака яичника и 
выявляются в 80% семей с опухолями молочной железы и яичника. 
Потеря гетерозиготности по гену BRCA1 при семейном раке указы­
вает, что он представляет собой классический супрессорный ген. 
Соматические мутации рассматриваются как центральное событие в 
развитии рака молочной железы и яичника в отсутствие наследствен­
ных мутаций. Спорадические опухоли молочной железы не несут 
мутаций BRCA1. Высокая частота потери гетерозиготности в микро- 
сателлитных локусах в области гена BRCA1 подтверждает роль инак­
тивации супрессорной функции гена BRCA1 в патогенезе опухоли.

Ген BRCA1 кодирует ядерный фосфопротеин с характерной 
структурой транскрипционных факторов, секреция которого регу­
лируется эстрогеном. Две изоформы мРНК, различающиеся нали- 
чием/отсутствием первого экзона, встречаются в нормальных и им- 
мортализованных эпителиальных клетках молочной железы человека. 
Ф ункция белка BRCA1 тканеспецифична и заключается в негатив­
ной регуляции клеточного цикла, так как ингибиция его экспрес­
сии антисмысловыми олигонуклеотидами проявляется в ускорении 
пролиферации нормальных и опухолевых эпителиальных клеток. 
Нормальная копия гена BRCA1, трансфектированная в клетки раз­
личных опухолей, ингибирует in vitro рост опухолевых клеток мо­
лочной железы и яичника, но не легкого и толстой кишки.

Наследственные мутации BRCA1 проявляются в продукции усе­
ченного белка и развитии опухолей с агрессивным фенотипом, ане- 
уплоидией и повышенной скоростью пролиферации. Переход опу­
холи молочной железы in situ в инвазивную стадию сопровождается 
понижением экспрессии BRCAI. Потеря гетерозиготности по гену 
BRCA1 гораздо чаще встречается в печеночных и мозговых мета­
стазах, чем в первичной опухоли молочной железы. Таким обра­
зом, BRCA1 участвует в процессах опухолевого роста, инвазии и 
прогрессии к метастатическому состоянию.

Ген-супрессор метастазирования пт23 (non-m etastatic cells 1 
protein) картирован в локусе 17q21.3. Уровень экспрессии гена и
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его продукта белка NDP (nucleoside diphosphate kinase) негативно 
коррелируете метастатическим потенциалом опухоли. Низкий уро­
вень экспрессии nm23 в клетках опухоли ассоциирован с низкой 
дифференцированностью и метастазами в печени и лимфатических 
узлах при опухолях желудка. У пациентов с меланомой более низ­
кий уровень мРНК шп23 коррелирует с большей агрессивностью 
болезни. Экспрессия nm23 в метастазах редуцирована по сравне­
нию с соответствующими первичными карциномами печени, тол­
стой кишки, желудка, яичника. Низкая экспрессия NDP-киназы 
коррелирует с редуцированной выживаемостью пациенток с ин­
фильтрирующей карциномой молочной железы. Мутации гена пт23 
могут снижать его экспрессию и усиливать агрессивность опухоли.

Экспрессия NDP-киназы в колоректальных опухолях не корре­
лирует с размерами опухоли, метастазированием, индикаторами 
плохого прогноза и выживаемостью пациентов. Возможно, различ­
ная природа мутаций гена, уровень фосфорилирования белка или 
его взаимодействие с другими клеточными белками в осуществле­
нии супрессорной функции объясняют такое его неоднозначное 
поведение в опухолях. Действительно, было показано, что транс­
фекция мышиных и человеческих опухолевых клеток нормальной 
копией гена nm23 ингибирует инвазию, индуцированную ростовы­
ми факторами, но не ингибирует инвазию нестимулированных кле­
ток. Обработка клеток высокометастатичсской сублинии ML8 мы­
шиной меланомы ретиноевой кислотой увеличивает соотношение 
nm23/Mlsl и уменьшает колонизацию легких этими клетками у 
экспериментальных животных. Следовательно, можно предполо­
жить, что метастатический фенотип предопределяется относитель­
ной экспрессией этих генов, а не каждым из них в отдельности.

Исследование дифференциально экспрессирующихся генов в 
опухолях молочной железы позволило выделить и детально изучить 
ген Mtal (metastasis associated gene) с наиболее высокой вариабель­
ностью экспрессии. Ген Mtal экспрессируется на низком уровне в 
большинстве органов и только в семенниках и злокачественных 
опухолях он экспрессировался на очень высоком уровне. Мстаста- 
зируюшис опухоли экспрессируют его значительно сильнее, чем 
неметастазирующие. 4-кратное повышение транскрипции челове­
ческого гомолога гена Mtal отмечено в ассоциации с повышенны­
ми инвазивными и метастатическими способностями клеточных 
линий из опухолей молочной железы. Продукт гена Mtal состоит 
из 703 аминокислотных остатков, его С-терминальный домен со­
держит полипролиповую последовательность, имеющую гомологию
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с БНЗ-домсном. Это важное обстоятельство указывает на функцию 
белка Mtal как протсинкиназы, относящейся к группе нерсцсптор- 
ных внутриклеточных киназ, которые взаимодействуют с активи­
рованными рецепторами факторов роста в ходе сигнальной транс- 
дукции. Активация опухолеспецифичного белка Mtal приводит к 
фосфорилированию фосфолипазы С, которая взаимодействует со 
структурами цитоскелета и обеспечивает механизм инвазии.

5.9. РОЛЬ ГИПОКСИИ В ПРОГРЕССИИ ОПУХОЛИ

Большинство солидных опухолей размером более 1 мм3 содержат 
участки гипоксии. Опухолевая гипоксия развивается в результате 
дисбаланса между потребностью в кислороде и его доставкой. Апги- 
огенная стимуляция в опухоли и быстрая пролиферация опухолевых 
клеток приводят к аномальному, хаотичному и неадекватному кро­
воснабжению, которое не удовлетворяет потребности всей опухоле­
вой массы в кислороде и нутриентах. Редуцированное парциальное 
давление кислорода является общим признаком всех солидных опу­
холей. Например, при опухолях молочной железы на всех стадиях 
болезни среднее рО, составляет приблизительно 30 мм рт. ст. (а в 
трети случаев менее 2,5 мм рт. ст.), тогда как в нормальных тканях 
молочной железы -  65 мм рт. ст. В опухолях всех исследованных 
типов обнаружена большая внутриопухолевая вариабельность окси­
генации, которая слабо коррелирует или вовсе не коррелирует с дру­
гими параметрами, такими как клиническая стадия, гистологичес­
кий тип, степень некроза и др.

Клеточные ответы на облучение, химиотерапию и цитокины 
подвержены модифицированию напряжением кислорода. Показа­
на связь между опухолевой гипоксией и плохим ответом на лечение 
при саркомах мягких тканей, опухолях головы и шеи и шейки мат­
ки, а также вероятностью отдаленных метастазов. Эти данные при­
вели к предположению, что опухолевая гипоксия связана с опухо­
левой прогрессией. Из общих соображений можно было бы ожидать, 
что тяжелая гипоксия приведет к клеточной смерти и действитель­
но, следствием длительной гипоксии нормальных клеток является 
апоптоз. Индуцированный гипоксией апоптоз редуцирован в клет­
ках с инактивированным опухолевым супрессором р53, следова­
тельно, гипоксия является фактором отбора клеток, лишенных р53.

В отличие от здоровых клеток, злокачественно трансформиро­
ванные клетки могут долго существовать в условиях дефицита кис-
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лорода и нутриентов. Клинические и экспериментальные данные 
указывают, что опухолевая гипоксия способствует формированию 
более агрессивного фенотипа. Однако высокая плотность ангиоге­
неза до лечения, так называемые сосудистые горячие точки (обла­
сти опухоли с максимальным количеством микрососудов), иденти­
фицированные иммуногистохимически, также ассоциированы с 
плохими результатами лечения. По-видимому, гипоксические опу­
холи являются более проангиогенными, а продолжающаяся гипок­
сия, ассоциированная с опухолевым ростом, стимулирует ангиоге­
незе последующей реоксигенацией гипоксических областей! опухоли.

Многие гены, контролирующие биологическое поведение опу­
холи, являются гипоксииндуцибельными, и список таких генов 
постоянно растет. Наиболее важными из них являются транскрип­
ционные факторы р53 и HIF-1 (hypoxia inducible factor 1); ангио- 
генные факторы VEGF, PDECGF (platelet derived endothelial cell 
growth factor) и белки, специфичные для метастазирования, — ММР 
(табл. 8).

HIF-1 представляет собой гетеродимер, состоящий из субъеди­
ниц H IF -la  и Н IF -1(3. Гиперэкспрессия H IF -la , наблюдаемая в 
70% опухолей, коррелирует с накоплением аберрантного р53, кле­
точной пролиферацией в клинических образцах и повышенным ме­
тастатическим потенциалом. Р53 промотирует деградацию H IF -la , 
и потеря р53 приводит к повышению уровня H IF -la . Эффективная 
гипоксииндуцированная транскрипция нуждается в формировании 
мультипротеинового комплекса, в котором H IF - la  связывается с 
НIF-1(3, транскрипционным активатором рЗОО (СВР), молекуляр­
ным шапероном Hsp90 и опухолевым супрессором VHL (von Hippel 
Lindau). Болезнь von Hippel Lindau — наследственная предрасполо­
женность к развитию высокоангиогенных раковых опухолей. Ин­
тересно, что в опухолевых клетках, лишенных белка VHL, в усло­
виях гипоксии обнаруживается в большом количестве эндогенная 
антисмысловая последовательность H IF -la , представляющая собой 
нетранслируемую область H IF - la -мРН К. В VHL-компетентных 
клетках ее появление индуцируется гипоксией и сопровождается 
временным падением уровня H IF -la -мРНК.

Считается, что экспрессия H IF -la , в отличие от кислород- 
резистентного НIF-1(3. является гипоксииндуцибельной на постгран- 
сляционном уровне. Количество H IF -la  в нормальных клетках уве­
личивается в условиях гипоксии и уменьшается при реоксигенации. 
Взаимодействие H IF -la  с транскрипционными факторами SR.C-1 
(steroid receptor coactivator) и TIF-2 (transcription intermediary factor)
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Таблица 8. Гипоксииндуцибельны е гены

Геи Ф ун кци я белка У ровень регулянии
Транскрипционные факторы

HIF-I Гипоксический Стабильность белка

H IF -la
транскрипционный
фактор Стабильность белка

ЛР -1

jun

Субъединица HIF-I 
Стрссс-активирусмый 
транскрипцнон. фактор

Транскрипция, 
стабильность мРИК 
Высвобождение

Субъединица ЛР-1 ингибиторной частицы
N FkB

Стресс-акгивнруемый
1кВ
Транскрипция,синтез

р53 транскрипционный
фактор
Транскрипционный 
фактор, опухолевый 
супрессор, регулятор 
индуцированного 
гипоксией апоптоза

белка?
Транскрипция

Ростовые факторы
ЕРО Эритропоэтин Транскрипция, 

стабильность мРНК
VEGF Главный ангиогенный Транскрипция,

фактор в опухолях, 
регулятор сосудистой

стабильность мРНК

PDECGF
проницаемости 
Ангиогенный ростовой 
фактор

Синтез белка ?

Регуляторы кровотока
NOS Регулятор вазоднлатации, Транскрипция ?

антицитотокснческая Конститутивная

ecN O S (эндотелиальных 
клеток)
iNOS (индуцибсльный)

защита
Регулятор вазоднлатации
Регулятор вазоднлатации,
антицитотокснческая
защита
Эндотелии,

экспрессия ?

Транскрипция
Транскрипция

EDN-1 вазоконстриктор

также потенцирует гипоксическую активацию. Идентифицированы 
H IF -la -подобные белки EPAS1 (endothelial PAS1) и HLF (H1F-la- 
like factor).

Гипоксия может также влиять на эпигенетические механизмы ген­
ной регуляции, а именно на процесс метилирования. HlF-1-связы-



196 «о Глава 5

вающпс сайты и промоторах гсиов-мишснсй (например, гена эрит­
ропоэтина) содержат CpG-островки, метилирование которых может 
отменять генную активацию.

В условиях гипоксии повышается экспрессия VEGF, а при реок- 
сигенации уровень мРНК VEGF возвращается к норме. Экспрессия 
гена EDN1 (6р23—24) потенциального вазоконстриктора эндотели- 
на-1 находится под контролем HIF-1. VEGF усиливает секрецию 
эндотелина-1, а эндотелии-1 усиливает экспрессию и секрецию VEGF. 
Экспрессия VEGF в условиях гипоксии регулируется на всех уров­
нях:

S  транскрипции (гипоксииндуцированный ответ зависит от 
последовательности HRE [hypoxia regulated element] в 5'- и 3'- 
областях гена VEGF);

s  стабильности мРНК (З'-нетранслируемый район мРНК VEGF 
содержит гипоксииндуцибельный сайт связывания РНК с 
белком HuR, повышающим стабильность РНК);

s  трансляции (З'-нетранслируемый район мРНК VEGF фор­
мирует структуру, которая облегчает трансляцию в условиях 
гипоксии, когда обычная трансляция подавлена).

PDECGF/TP — эндотелиальный митоген идентичен, как оказа­
лось, ферменту тимидинфосфорилазе, регулирующей клеточный 
уровень тимпанна и превращающей химиотерапевтический препа­
рат 5-фторурацил в цитотоксический агент. PDECGF/TP придает 
резистентность к гипоксииндуцированному апоптозу и коррелиру­
ет с плохим прогнозом при немелкоклеточном раке легкого.

Роль гипоксии в регуляции Е-кадерина. Среда, в которой суще­
ствуют трансформированные клетки злокачественной опухоли, очень 
отличается от нормальной ткани. Дезорганизованная архитектура, 
которая характеризует злокачественность, нс обеспечивает эффек­
тивного удаления отработанных продуктов метаболизма, и транс­
формированные клетки продолжают пролиферировать в относи­
тельно токсичной среде. Среди специфичных для злокачественной 
опухоли факторов есть гипоксия, которая приводит к клеточной 
ишемии и со временем к некрозу опухолевой массы. Гипоксия в 
опухоли ассоциирована с усилением инвазивиости, метастазирова- 
нием и худшим прогнозом.

Неконтролируемый рост опережает кровоснабжение, и это при­
водит к гипоксии, нехватке нутриентов и как следствие к некрозу и 
высвобождению цитокинов, пептидных ростовых факторов и ци­
тотоксических факторов, таких как оксид азота, который действует 
как свободный кислородный радикал. В результате возникает по­



Мстасгазироиаиис ■> 197

пуляция клеток, подвергшихся действию сублстальмой ишемии, с 
редуцированной клеточной адгезией и повышенным уровнем гене­
тической нестабильности, которая стимулирует ангиогенез. С вра­
станием сосудов в опухолевую массу и восстановлением се крово­
снабжения появляются клеточные клоны с более агрессивным 
поведением и метастатическим фенотипом. Трансформированные, 
слабо прикрепленные клетки с редуцированной экспрессией Е-ка- 
дерина имеют теперь идеально благоприятные возможности про­
никать в смежные ткани, используя все существующие механизмы 
метастатического каскада. Эта гипотеза постулирует, что, хотя раз­
витие гипоксии внутри опухоли существенно для инициации и про­
моции метастатического каскада, главным обстоятельством, позво­
ляющим опухоли приобрести метастатический потенциал, является 
ангиогенный ответ. Действительно, ростовой фактор EGF и цито­
кин TN Fa, высвобождаемые в ответ на гипоксию, подавляют эксп­
рессию Е-кадерина, а EGF к тому же оказывает протсктивнос дей­
ствие на клетки, подвергшиеся действию гипоксии. Образование 
оксида азота в опухолях высокой степени злокачественности может 
обеспечить позитивный ростовой сигнал в гипоксической виутри- 
опухолевой среде, увеличение плотности сосудов, усиление роста и 
инвазивности. Активатор плазминогена урокиназного типа и его 
рецептор, IL-8 и гипоксииндуцибельный фактор la , экспрессия 
которых индуцируется гипоксией, усиливают инвазивность и мета­
статический потенциал опухолевых клеток.

5.10. КЛИНИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ ФАКТОРОВ 
М ЕТАСТАЗИРОВАН ИЯ

Один из основных признаков, характеризующих развитие опу­
холи, — это ее вторичное распространение. Опухолевая эволюция 
ассоциирована с генетической нестабильностью, которая приводит 
к появлению клеточных вариантов, имеющих более агрессивные 
свойства, и вовлечению в патогенез, прогрессию и прогноз рака 
широкого спектра биологических процессов. Множественные ге­
нетические механизмы, вовлеченные в инвазивное и метастатичес­
кое поведение опухоли, дифференциально экспрессируются в нор­
мальных тканях и их соответствующих неопластических двойниках 
и влияют на опухолевый рост и прогрессию. Изучение профилей 
генной экспрессии, специфичных для разных типов опухолей, по­
зволило сформулировать концепцию опухолевой прогрессии, со­



198 о Глава 5

гласно которой опухоль реализует собственную уникальную  «мета­
статическую программу». Генетические и биохимические детерми­
нанты инвазии и метастазирования являю тся прогностическими 
факторами выживаемости и миш енями специф ической терапии, 
направленной на подавление ангиогенеза, инвазии и роста отда­
ленных метастазов.

В мультиварпантном анализе показано прогностическое значе­
ние экспрессии протеолитических факторов и их ингибиторов от­
носительно ответа на противоопухолевую терапию, риска образо­
вания метастазов и вы ж иваемости п ац и ен тов . Т ак и е данны е 
получены о роли катепсина В, ассоциированного с метастазирова- 
нием белка S100A4, факторов инвазии и ангиогенеза uPA, PAI-I и 
VEGF. Катепсины D и L и PAI сохраняют независимое прогности­
ческое значение даже через 10 лет наблюдения. Установлена корре­
ляция с агрессивным клиническим поведением опухоли и прогно­
стическая ценность катепсина D и PAI в отнош ении ответа 
первичной инвазивной опухоли молочной железы на адъювантную 
терапию.

Во многих случаях картина усложняется тем, что не абсолютный 
уровень, а соотношение уровней белка и его ингибитора играет 
определяющую роль и имеет прогностическое значение, как это 
наблюдается для пистеинпротеаз и их ингибиторов, участвующих в 
процессах васкуляризации, инвазии и метастазирования.



Глава 6

НОВАЯ ПАРАДИГМА И НОВЫЕ 
МИШЕНИ ТЕРАПИИ РАКА

6.1. КОНЦЕПЦИЯ ТЕРАПИИ СИГНАЛЬНОЙ ТРАНСДУКЦИИ

Из информации, изложенной в предыдущих главах, следует, что 
причины злокачественной трансформации кроются в комплексном 
нарушении функционирования генетических систем, контролиру­
ющих жизнь и смерть клетки, обусловленном активирующими му­
тациями протоонкогенов и повреждающими мутациями опухоле­
вых супрессоров. Многие онкогены характерны для широкого круга 
опухолей, некоторые проявляют тканеспецифичность. Различия 
их онкогенного потенциала и распространенности связаны с уров­
нем регуляции клеточного деления.

1- й уровень — экстраклеточные сигналы деления: цитокины, гор­
моны и другие ростовые факторы. Мутации, приводящие к усилен­
ной секреции какого-либо ростового фактора, будут способство­
вать усиленной пролиферации соответствующих клеток-мишеней. 
Ростовые факторы относительно тканеспецифичны, поэтому для 
разных видов опухолей характерны свои наборы онкогенов, конт­
ролирующих ростовые факторы.

2- й уровень — рецепторы ростовых факторов. В большинстве слу­
чаев они состоят из 3 доменов: экстраклеточного, трансмембран­
ного и цитоплазматического. Цитоплазматический домен рецеп­
торной молекулы, как правило, обладает тирозин кин азной  
активностью и фосфорилпрует тирозиновые остатки в молекулах 
цитоплазматических белков, передающих сигнал по внутриклеточ­
ному сигнальному пути. При взаимодействии экстраклеточного до­
мена с лигандом (внеклеточным сигналом) конформация рецепто-
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ра изменяется, и цитоплазматический домен активируется. В опу­
холях различных типов часто встречаются мутации, приводящие к 
усиленной экспрессии и/или конститутивной активации рецепто­
ров ростовых факторов.

3- й уровень -  цитоплазматическая сигнальная система. После 
активации клеточных рецепторов факторов роста они запускают 
каскад сигнальной трансдукции, т.е. механизм многоэтапной пере­
дачи сигнала в ядро клетки и подготовки клеточного деления. Он- 
когенные свойства сигнальным молекулам придают активирующие 
мутации. Мишенью сигнальной трансдукции являются циклино- 
выс комплексы, управляющие прогрессией клеточного цикла через 
фазы роста и фазы синтеза. В опухолевых клетках все эти молекулы 
часто бывают мутационно изменены.

4- й уровень -  ядерные онкогены и антионкогены — факторы 
транскрипции. Вступление клетки в цикл деления требует экспрес­
сии около 100 генов. Транскрипционные факторы, активирован­
ные в результате сигнальной трансдукции, связываются с регуля­
торными элементами генов раннего ответа и инициируют синтез 
РНК или способствуют усилению транскрипции.

В ходе опухолевой прогрессии в клетках опухоли появляются 
все новые генетические изменения, и в полностью трансформиро­
ванных злокачественных клетках имеются нарушения сразу на не­
скольких уровнях регуляции клеточного деления.

Генетическая нестабильность, присущая клеткам злокачественных 
опухолей, большое количество мутационно поврежденных генов- 
супрессоров и активированных онкогенов, с одной стороны, и раз­
витие онкологии, ее методологической базы, — с другой, породили 
проблему рационального выбора диагностических, прогностичес­
ких, а теперь и терапевтических опухолевых маркеров. В настоящее 
время благодаря знанию молекулярных механизмов трансформа­
ции развиваются новые терапевтические подходы: 1) ингибирова­
ние клеточного цикла и неоангиогенеза с помощью нового класса 
противоопухолевых агентов -  ингибиторов с индивидуальной спе­
цифичностью; 2) иммунотерапия с применением моноклональных 
антител против онкобелков; 3) блокирование трансляции онкобел­
ков антисмысловыми олигонуклеотидами к онкогенным мРНК.

Раковая клетка лишена сложно переплетенной сигнальной сети, 
которая характеризует нормальную клетку. Ее жизнь зависит от не­
многих, но усиленно функционирующих сигнальных путей, прида­
ющих ей селективное преимущество перед окружающей нормаль­
ной тканью. Однако те же конститутивно экспрессирующиеся



сигнальные элементы раковой клетки, которые позволяют ей бес­
контрольно пролиферировать и лишают ее чувствительности к ин­
дукции клеточной смерти, являются ее «ахиллесовой пятой». Их су­
ществование создает возможность «перекрыть» сигнальные пути, 
трансформирующие клетку, и причинить ей тем самым смертель­
ный вред с минимальным ущербом для пограничных нормальных 
клеток, остающихся жизнеспособными. Данное рассуждение послужи­
ло предпосылкой для развития нового направления в лечении рака -  
так называемой терапии сигншьной трансдукции (ТСТ). Новая пара­
дигма борьбы со злокачественной опухолью базируется на том, что 
основную фракцию усиленно функционирующих сигнальных эле­
ментов, от которых зависит выживание опухолевых клеток, состав­
ляют протеинкиназы, и, следовательно, ингибиторы протеинкиназ в 
комбинации с проапоптозными агентами эффективно угнетают хзо- 
качественный рост и индуцируют апоптоз опухолевых клеток.

В течение последних 20 лет идентифицировано множество со­
матических онкогенных молекулярно-генетических аберраций, ко­
торые представляют собой потенциальные мишени ТСТ. К новым 
противоопухолевым лекарственным средствам, препятствующим 
действию молекулярных механизмов, измененных (конститутивно 
активированных) в хлокачественной клетке, относятся ингибиторы 
ростовых факторов, их рецепторов и других компонентов сигналь­
ной трансдукции, а также антитела к онкобелкам и антисмысловые 
олигонуклеотиды, комплементарные онкогенным мРНК (рис. 6.1, 
см. вклейку). Противоопухолевые агенты второго поколения дают 
синергический эффект в сочетании с традиционными цитостати- 
ками, антиметаболитами и модуляторами апоптоза, они клиничес­
ки активны у пациентов с рефрактерными к химиотерапии опухо­
лями, у пациентов с поздними и даже претерминальными стадиями 
заболевания. Умеренная токсичность современных противоопухо­
левых препаратов, которая объясняется их специфическим леталь­
ным действием на опухолевые, но не на здоровые клетки, позволя­
ет оптимизировать дозы применяемых лекарств и добиваться 
максимального ингибирования молекул-мишеней.

Иопая парадигма и новые мишени терапии рака о 201

6.2. СИНТЕТИЧЕСКИЕ ИНГИБИТОРЫ 
СИГНАЛЬНОЙ ТРАНСДУКЦИИ

Исследование структуры и функций тирозинкиназных рецепто­
ров семейства EGFR и их роли в инициации и прогрессии различ-
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ных опухолей привело к поиску ингибиторов сигнальных молекул, 
которые могли бы сделать лечение рака более избирательным (и, 
следовательно, менее токсичным) и эффективным. Комплексная 
природа биологических свойств EGFR благоприятствует влиянию 
EGFR-ингибиторов одновременно на пролиферативный, ангиоген- 
ный, инвазивный и метастатический аспекты противоопухолевой 
терапии. Инактивация EGFR-зависимых сигнальных путей возмож­
на либо при связывании экстраклеточного лиганд-связывающего 
домена моноклональными антителами и лиганд-связывающими 
цитотоксическими агентами, либо при взаимодействии низкомо­
лекулярных ингибиторов с внутриклеточным киназным доменом. 
В последние 3 года достигнут значительный прогресс в создании 
новых синтетических ингибиторных молекул, комплементарных по 
структуре и электростатическим свойствам киназному домену EGFR, 
дизайн которых основан на молекулярном моделировании.

Эпидермальный ростовой фактор и его рецептор часто консти­
тутивно экспрессируются в большинстве опухолей человека и иг­
рают важную роль в их клиническом поведении. В исследованиях 
in vitro показано, что ингибиторы тирозинкиназной активности ре­
цептора EGF подавляют рост экспрессирующих его опухолевых 
клеток. Такие соединения различаются по уровню специфичности 
к различным членам семейства EGF-рецепторов и обратимости 
связывания с ними, но главная их особенность заключается в том, 
что они активны в опухолях многих типов и нетоксичны. Ингиби­
тор тирозинкиназной активности рецептора EGF (erbBI, HER1, 
EGFR) препарат ZD1839 (EGFR-TKI, iressa) относится к группе 
обратимо связывающих EGFR и избирательно блокирует пролифе­
ративные и антиапоптозные пути сигнальной трансдукции в опу­
холевых клетках. Продемонстрирована клиническая активность iressa 
против немелкоклеточного рака легкого, в том числе рефрактер­
ных к химиотерапии опухолей, карциномы яичника, опухолей го­
ловы и шеи, гормон-резистентных опухолей предстательной желе­
зы. При лечении больных с различными солидными опухолями 
отмечено, что препарат iressa не влияет на функцию печени. У па­
циентов со среднетяжелой и тяжелой печеночной недостаточностью 
профиль толерантности к iressa не отличался от такового у больных 
с нормальной функцией печени.

Новая программа полихимиотерапии химиорсзистснтного немел­
коклеточного рака легкого включает препараты genistein, vinorelbine, 
fostriecin и celecoxib. Тирозинкиназный ингибитор genistein подав­
ляет активность EGFR, Ras и дальнейшую передачу митогенного



сигнала через Raf/MEK/MAPK-, PI3K/Akt- и БТАТЗ-пути сигналь­
ной трансдукции. Ингибиция EGFR угнетает пролиферацию и де­
зорганизует клеточную систему актиновых микрофиламентов. Кроме 
того, он ингибирует циклил В, Cdk2, VEGF и ММР2 и фосфори- 
лирует р53, что приводит к индукции ингибиторов циклинзависи- 
мых протеинкиназ p21Wafl и p27Kipl. Синергическое действие 
fostriecin и genistein ингибирует активность топоизомеразы II. То- 
поизомераза II — это повсеместно экспрессируемый ядерный бе­
лок, который катализирует топологические изменения, необходи­
мые для репликации и транскрипции, а именно двуцепочечные 
разрывы ДНК с образованием интермедиатов ДНК/фермент. Ин­
гибиторы топоизомеразы II (антрациклины и эпиподофиллотокси- 
ны) стабилизируют ковалентные связи в комплексе, формируемом 
между топоизомеразой II и ДНК, и способствуют накоплению дву­
цепочечных разрывов и ДНК-протеиновых сшивок. Генотоксичес­
кие повреждения потенциально стимулируют апоптоз, который и 
обусловливает антинеопластический эффект терапии. Наконец, 
genistein отделяет эпителиальные опухолевые клетки от ЭКМ, вы­
зывая этим их аноикис. Fostriecin, кроме того, индуцирует абер­
рантную амплификацию центросом и формирование аномального 
митотического веретена. Celecoxib активирует опухоль-инфильтри- 
рующие Т-лимфоциты, которые секретируют противоопухолевые 
цитокины lFN-y, TN Fa и IL-2 с последующей активацией нату­
ральных киллеров. Vinorelbine фосфорилирует и инактивирует ан- 
тиапоптозный белок Вс12, а также нарушает митоз. Формирующи­
еся апоптозные тельца подвергаются фагоцитозу соседними 
опухолевыми клетками. Клинические исследования показали, что 
комбинированные эффекты компонентов данной программы ПХТ 
способствовали эрадикации опухоли в обход механизмов химио­
резистентности.

Константно активированный специфической мутацией тирозин- 
киназный рецептор фактора стволовых клеток (stem cell factor, SCF) 
c-kit является причиной развития редкого типа гастроинтестиналь­
ных стромальных опухолей (gastrointestinal stromal tumor, GIST). 
Непрерывная пролиферация стромального злокачественного фено­
типа происходит даже в отсутствие лиганда SCF, но может быть 
прекращена специфическим ингибитором c-kit — препаратом 
imatinib (gleevec). Применение этого препарата позволяет ингиби­
ровать опухолевый рост у 80-90% пациентов, но реальный регресс 
опухоли наблюдается редко. Описано клиническое наблюдение 47- 
летней пациентки с GIST и метастазами в печень в претерминаль­
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ной стадии. Несмотря на тяжелое общее состояние, ей назначили 
imatinib, в результате чего была достигнута ремиссия. Спустя 
10 месяцев после начала терапии компьютерная томография выя­
вила множественные очаги кальцификации в первичной опухоли и 
печеночных метастазах. Этот случай иллюстрирует новый крите­
рий радиологической оценки опухолевого ответа. Лечение эффек­
тивными мишень-специфичными противоопухолевыми агентами 
может вызвать вместо регресса остановку роста и кальцификацию 
опухоли.

Онкобелок Ras, который является важным элементом одного из 
центральных модулей сигнальной трансдукции, ответственных за 
контроль многих клеточных процессов, в том числе пролиферации, 
дифференцировки, ангиогенеза и апоптоза, экспрессируется повсе­
местно и часто мутирует в разных типах опухолей человека, поэтому 
он был одним из первых идентифицирован как мишень химиотера­
пии. Для функциональнальной активации он должен быть фарнези- 
лирован ферментом фарнезилтрансферазой (ФТ), которая присое­
диняет к белку 15-членную жирную кислоту. Постгрансляционная 
модификация позволяет привязать белок Ras к плазматической мем­
бране. Следовательно, ингибитор ФТ, инактивируя белок Ras, бло­
кирует пролиферацию и тем самым оказывает терапевтическое дей­
ствие. Избирательное ингибирование ФТ разрушает многие 
сигнальные Ras-зависимые пути сигнальной трансдукции, которые 
патологически активированы в опухолевых клетках. Ингибиторы ФТ 
оказывают антипролиферативное, антиангиогенное и проапоптоз- 
ное действие во множестве клеточных линий опухолевого проис­
хождения. К классу ингибиторов ФТ, которые не обладают сильно 
выраженной токсичностью и, возможно, будут предложены для клини­
ческого использования, относятся вещества SCH66336, R115777 и 
BMS214662. Потенциальный ФТ-ингибитор R115777 (ZARNESTRA™) 
проявил противоопухолевую активность с приемлемым уровнем ток­
сичности при ОМЛ и всех типах МДС, включая группы небла­
гоприятного прогноза. Дальнейшие исследования направлены на 
поиск молекулярных прогностических маркеров, способных пред­
сказать клинический ответ на использование ингибиторов ФТ в ле­
чении рака.

Мишенями специфической ингибиции митоген-активированных 
эффектов может быть не только сам белок Ras, но и его эффекторы -  
протеинкиназы Raf-1, MEKI и МЕК.2. Ингибитор Raf-1 -киназы пре­
парат BAY43-9006 и МЕК-киназный ингибитор CI-1040 продемонст­
рировали в фазе I клинических испытаний биологическую активность



в опухолевых тканях, способность профилактировать метастатичес­
кую прогрессию и хорошую переносимость больными.

Одной из новых терапевтических мишеней в онкологии является 
неоангиогенез, формирование новых кровеносных сосудов растущей 
опухоли, регулируемое балансом про- и антиангиогенных условий!. 
Антиангиогенная терапия направлена на нормальные, генетически 
стабильные эндотелиальные клетки. Несмотря на избыточность ан- 
гиогенных медиаторов и множественность путей ангиогеннои акти­
вации, появились новые терапевтические средства, такие как инги­
биторы рецепторныхтирозинкиназ, инактивирующие сигналинг через 
VEGF и VEGFR и способные существенно подавлять опухолевый 
ангиогенез. Показано, что использование ингибиторов онкопротеи­
нов повышает эффективность радио- и химиотерапии. К сожале­
нию, многие новые ингибиторы проявляют не только антиангноген- 
ные свойства, но и определенную токсичность, поэтому важнейшей 
задачей является поиск их оптимальных комбинаций с другими ци­
тотоксическими агентами для включения в программы противоопу­
холевой терапии и повышения выживаемости пациентов.

Примером успешного применения нового подхода -  терапии 
определенного вида опухоли, направленной на конкретную моле­
кулярную мишень, -  служит создание препарата STI-571. Консти­
тутивная тирозинкиназная активность химерного белка BCR-ABL 
является причиной злокачественной трансформации почти во всех 
случаях ХМЛ и подходящей мишенью фармакологической ингиби- 
ции. ABL-специфичный ингибитор сигнальной трансдукции соеди­
нение ST1-571 (малая ингибиторная молекула) инактивирует хи­
мерную протеинкиназу, которая является продуктом гибридного 
гена Всг-АЫ и избирательно убивает BCR-ABL-экспрессируюшие 
клетки in vitro и in vivo. Судя по результатам клинических исследо­
ваний, STI-571 будет эффективным дополнением в лечении ХМЛ.

Ингибитор STI-571 проявляет активность также по отношению 
к молекуле c-kit, тирозинкиназному рецептору фактора стволовых 
клеток SCF и ростового фактора громбоцигарного происхождения 
PDGF, позволяет получить хороший клинический ответ нс только 
у пациентов с Всг-АЫ-позитивным ХМЛ, но и c-kit-позитивными 
гастроинтестинальными стромальными опухолями.

Ингибирование протеосомы является причиной остановки кле­
точного цикла и апоптоза. Протеосома -  это мульти каталитический 
фермент, присутствующий во всех клетках организмов от дрожжей 
до человека, который играет центральную роль в протеолитичес­
кой деградации поврежденных и большинства различных коротко­
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живущих внутриклеточных белков, вовлеченных в контроль кле­
точного цикла и генной экспрессии. Сотни копий протеосомы об­
наруживаются в цитоплазме и ядре клеток и составляют до 3% всех 
клеточных белков. В число субстратов протеосомы входят цикли- 
ны, сигнальные белки, ингибиторы циклинзависимых киназ и дру­
гие регуляторные белки. Протеосома участвует в корректной синх­
ронизации продукции и деградации этих белков, поэтому ее 
функциональная активность исключительно важна для регуляции 
клеточного цикла. Одна из важнейших мишеней протеосомной ак­
тивности — транскрипционный фактор N F kB, который регулирует 
экспрессию цитокинов (!L-1, -6, -8, TNF), факторов ангиогенеза 
(VEGF), молекул клеточной адгезии (/САМ и VCAM), антиапоп- 
тозных факторов (Вс12, сюрвивин) и других клеточных белков. Сти­
муляция клеток ростовыми факторами запускает каскад сигналь­
ных событий, приводящих к деградации протеосомой латентного 
комплекса N F kB /IkB и высвобождению активного N F kB. Ингиби­
торы протеосомы (ИП) стабилизируют комплекс N F kB /IkB и пре­
дотвращают активацию фактора N F kB.

Опухолевые клетки более чувствительны к проапоптозному эффекту 
ИП, чем нормальные, и это обстоятельство используется в противо­
раковой фармакологии. Протеосомный ингибитор PS-341 (bortezomid, 
VELCADE™), первый агент класса ИП, влияет на процессы злокаче­
ственного роста, проядтяя аддитивную или синергическую противо­
опухолевую активность в комбинации со стандартными химиотера­
певтическими агентами в лечении солидных опухолей толстой кишки, 
яичников, поджелудочной, предстательной и молочной желез и гема­
тологических опухолей. Ингибирование протеосом в клетках разных 
типов опухолей инициирует клеточную смерть различными механиз­
мами, включая стабилизацию опухолесупрессорных белков, ассоции­
рованных с остановкой клеточного цикла (например, р21 и р27), ста­
билизацию проапоптозных белков (например, р53), редукцию 
активности транскрипционных факторов (например, NF-кВ, имею­
щего ряд рост-стимул и руюших эффектов). PS-341 способствует пре­
одолению химиорезистентности независимо от механизма ее возник­
новения (гиперэкспрессия антиапоптозного белка Вс12 или онкогена 
NF-кВ) и промотирует апоптоз опухолевых клеток.

В экспериментальных моделях PS-341 лимитирует ангиогенез и 
образование метастазов. По результатам клинических исследований, 
PS-341 обладает противоопухолевой активностью и удивительно низ­
кой токсичностью у пациентов с солидными (предстательной желе­
зы, толстой кишки, почки, легкого и др.) и гематологическими (ММ,



НХЛ, лейкозы) опухолями. Алопеция, желудочно-кишечные рас­
стройства и миелосупрессия наблюдаются редко. Наиболее перспек­
тивным признано применение PS-341 в лечении ММ, так как он 
азияет на миеломоспецифичные сигнальные пути и микросреду ко­
стного мозга. Текущие клинические протоколы включают изучение 
поведения молекулярно-генетических маркеров, которые являются 
мишенью PS-341.

Перспективными агентами для терапии солидных опухолей счи­
таются бифункциональные («двуглавые») ингибиторы, подавляющие 
активность катепсинов В и L, а также взаимодействие урокиназы с 
ее мембранным рецептором uPAR, ингибиторы аУрЗ-интегрина и 
теломеразы, способные предотвратить инвазию и метастазирование, 
даже если не могут быстро убить опухоль.

Белки семейства HSP (heat shock protein) обладают цитопротеклив- 
ной активностью и часто гиперэкспрессируются в злокачественно 
трансформированных клетках. Они защищают клетки не только от 
теплового шока, но и от большинства проапотгозных факторов, в 
частности, от химиотерапии и гиперэкспрессии каспазы 3. Пептид- 
связывающие свойства стрессовых белков используют в иммунотера­
пии при создании противоопухолевых вакцин. Особенно эффективны 
в борьбе против рака растворимые комплексы из опухолеассоцииро­
ванных антигенов с низкомолекулярными белками теплового шока 
(soluble Iow-molecular-mass heat shock proteins and tumor-associated 
antigens, STAA). Такие комплексы обладают не только терапевтичес­
кой, но и профилактической противоопухолевой активностью. На 
экспериментальных моделях показано, что STAA оказывают опухоле­
супрессорное и опухолепревентивное действие, так как способны пре­
дупреждать развитие химически индуцированных опухолей толстой 
кишки, кожи и молочной железы. Эти эффекты связаны с активаци­
ей иммунной системы, особенно Т- и В-лпмфошггов.

Противоопухолевая вакцина HSPPC-96 (oncophage) прошла кли­
нические испытания в онкологических центрах ряда стран, в кото­
рых приняли участие пациенты с опухолями желудка, толстой киш­
ки, поджелудочной железы, почки, меланомами, неходжкинекими 
лимфомами и саркомами после хирургического лечения. Oncophage 
представляет собой аутологичный иммунотерапевтический комп­
лекс из HSP опухолевого происхождения, «сшитых» с опухолевыми 
антигенами. При введении вакцины oncophage в организм пациен­
та антигенные опухолевые пептиды экспрессируются на поверхно­
сти антиген-презентируюших иммунных клеток (макрофагов и ден­
дритных клеток). Это стимулирует значительно более мощный
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иротипоопухолевый иммунный ответ, нежели тот, который может 
быть генерирован экспрессией самого антигена опухолевыми клет­
ками. Особую привлекательность этой технологии придает высо­
кая индивидуальная специфичность, которая сочетается с возмож­
ностью обойтись без идентификации специфичных антигенов 
опухолевых клеток и определения их антигенных эпитопов. Ее при­
менение позволяет преодолеть иммунную толерантность большин­
ства злокачественных опухолей. В настоящее время более 500 па­
циентов с раком почки принимают участие в проведении фазы III 
международного многоцетрового рандомизированного исследова­
ния клинической эффективности вакцины oncophage.

Белок Hsp90 — молекулярный шаперон, обеспечивающий ста­
бильность и функционирование многих мутантных, химерных и ги- 
перэкспрессирующихся сигнальных белков, промоторов роста 
и/или выживания раковых клеток, таких как мутантный р53, Akt 
и H IF-la (hypoxia inducible factor I alpha), тирозинкиназы v-Src, 
Всг-АЫ, серин/треонинкиназа Raf-I, тирозинкиназный рецептор 
ErbB2, некоторые ростовые факторы и стероидные рецепторы, по­
этому Н$р90-активные соединения инактивируют ряд онкобелков 
и индуцируют их протеосомную деградацию. В зависимости от кле­
точного контекста Hsp90-aKTHBHbie агенты вызывают остановку 
роста, дифференцировку или апоптоз клетки. Атакуя такую неспе­
цифичную мишень как белок Hsp90, Hsp90-aicmBHbie соединения 
убивают предпочтительно опухолевые клетки, так как в них опре­
деляется повышенная экспрессия белка Hsp90 и «обслуживаемых» 
им белков. Н$р90-специфичные ингибиторы, взаимодействующие 
с единственной молекулярной мишенью, обусловливают стабили­
зацию и последующую деградацию Н5р90-зависимых белков и ока­
зывают противоопухолевое действие в доклинических модельных 
системах. Один из таких ингибиторов, 17-аллиламиногелданами- 
цин (17-allylaminogeldanamycin, 17AAG), в настоящее время прохо­
дит клинические испытания. Поскольку некоторые Н5р90-зависи- 
мые белки обладают химиопротсктивными свойствами, комбинация 
ингибитора Hsp90 со стандартными химиотерапевтическими пре­
паратами резко усиливает их клиническую эффективность.

6.3. МОНОКЛОНАЛЬНЫЕ АНТИТЕЛА

Одно из новых направлений иммунотерапии рака связано с техно­
логией получения рекомбинантных моноклональных антител, кото-



рыс блокируют связывание экстраклеточного домена молекулы ре­
цептора с лигандом или активность онкобелков на посттрансляционном 
уровне. Рекомбинантные моноклональные антитела trastuzumab 
(Herccptin®; «Genctech», USA), созданные для лечения мстастазиру- 
ющих опухолей молочной железы, направлены против трансмемб- 
ранного гликопротеинового тирозинкиназного рецептора HER2 с 
молекулярной массой 185 кДа, ассоциированного с неблагоприятным 
прогнозом (рис. 6.2, см. вклейку). Гиперэкспрессия pl85HER2 
коррелирует с мстастазированием в лимфатические узлы и отдален­
ные органы, а также с высоким риском рецидивирования и понижен­
ной обшей и безрецидивной выживаемостью. Клеткой-мишенью 
trastuzumab является опухолевая клетка молочной железы, гиперэксп- 
рессирующая pl85HER2, но он оказался способным ингибировать 
пролиферацию и клеточной линии из аденокарциномы желудка, ги- 
перэкспрессирующей pl85HER2, хотя антипролиферативный эффект 
слабее по сравнению с таковым в клеточной линии из опухоли молоч­
ной железы. Доклинические модельные исследования показали, что 
herceptin ревертирует резистентность метастатических опухолей мо­
лочной железы к тамоксифену в чувствительность, поэтому показа­
ния к применению тамоксифена в сочетании с herceptin распростра­
няются и на тамоксифен-резистентные случаи. В рандомизированных 
исследованиях комбинации herceptin с цитостатиками (vinorelbine, 
docetaxel, cisplatin, антиметаболиты) повышают выживаемость боль­
ных, даже если большинство из них получали лечение при рецидиве 
заболевания. В сочетании с паклитакселом trastuzumab пролонгиро­
вал общую выживаемость и повышал качество жизни пациенток с 
метастатическими опухолями молочной железы.

Комбинированная терапия в основном является эмпирической, и 
оптимальные режимы применения herceptin в клинической практи­
ке пока не известны. Многие вопросы остаются без ответа и нужда­
ются в дальнейших исследованиях, например, как долго может или 
должно продолжаться лечение пациенток в полной или стабильной 
частичной ремиссии.

25-30% опухолей молочной железы гиперэкспрессируют рецеп­
тор HER2. Trastuzumab связывает экстраклеточный домен HER2 и 
ингибирует их пролиферацию, особенно в сочетании с цитостати­
ками таксановой группы (паклитаксел). Предложено применение 
комбинированной схемы паклитаксел+trastuzumab в качестве тера­
пии 1-й линии и trastuzumab как единственного противоопухолево­
го препарата в качестве терапии 2-й или 3-й линии для лечения 
пациенток с метастатическими опухолями молочной железы, типе-
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рэкспрессирующими HER2. В настоящее время исследования на­
правлены на определение оптимальных комбинированных режи­
мов с использованием trastuzumab и антинеопластических препара­
тов, числа курсов, последовательности и длительности лечения.

Препарат ритуксимаб (Rituximab, лимфомоспецифичные анти- 
СО20-моноклональные антитела) — новое терапевтическое сред­
ство, созданное специально для лечения больных В-клеточными 
лимфомами с неблагоприятным прогнозом. Пациенты с фоллику­
лярной лимфомой, которые после лечения по стандартной програм­
ме XT были в полной клинической ремиссии, но в крови и/или 
костном мозге которых имелись резидуальные опухолевые клетки, 
получили дополнительное лечение ритуксимабом. Комбинация 
ритуксимаба с другими препаратами индуцировала клиническую 
ремиссию у всех пациентов и молекулярную у большинства. При­
соединение ритуксимаба к высокодозной химиотерапии позволило 
получить у всех первичных пациентов с индолентными НХЛ по­
здних стадий полную клиническую и молекулярную ремиссию без 
угрожающей жизни токсичности, но при лечении пациентов с ре­
цидивом или рефрактерным заболеванием следует учитывать риск 
тяжелых осложнений. Терапевтическая эффективность ритукси­
маба после химиотерапии или трансплантации достигает 70%, а 
общая 3-летняя выживаемость всей группы пациентов, леченных 
ритуксимабом, -  95%. Как показал молекулярный анализ, исполь­
зование ритуксимаба помогает увеличить количество аутотрансп­
лантатов, свободных от лимфомной контаминации. Применение 
ритуксимаба для уменьшения опухолевой массы у пациентов с 
индолентными СО20-позитивными лимфомами позволяет снизить 
интенсивность кондиционирующей химиотерапии и соответствен­
но выраженность токсических эффектов и смертность пациентов, а 
значит, расширить возможности использования аллогенной транс­
плантации стволовых клеток крови у тех пациентов, для которых 
этот вид терапии считался до сих пор непригодным.

Cetuximab (1МС-С225) — рекомбинантные моноклональные ан­
титела против экстраклеточного домена рецептора эпидермального 
ростового фактора (EGFR). Проведено клиническое исследование 
эффективности cetuximab в комбинации со стандартным режимом 
лечения метастатического колоректального рака, принятым в Ев­
ропе, который включает иринотекан, 5-фторурацил и фолиевую 
кислоту. Более половины EGFR-позитивных пациентов с рефрак­
терными к стандартной химиотерапии опухолями толстой кишки в 
стадии IV, которые получили лечение по этой комбинированной



схеме, достигли ремиссии. В сочетании с радиотерапией cetuximab 
позволил получить полную ремиссию у 14 из 15 пациентов с опухо­
лями головы и шеи поздних стадий (фаза 1 клинических исследова­
ний). Продемонстрирована противоопухолевая активность cetuximab 
в комбинации с цисплатиной при немелкоклеточном раке легкого, 
с гемцитабином при опухолях поджелудочной железы и с СРТ-11 
при колоректальном раке (фаза III клинических исследований).

IN G -l(heM A b) — высокоаффинные моноклональные антитела 
против Е-САМ, адгезионной молекулы эпителиальных клеток, по­
тенциально способствующие гибели опухолевых клеток от антите­
ло-зависимой клеточной токсичности и комплемент-опосредован- 
ного цитолиза. У экспериментальных животных ING-l(hcM Ab) 
ингибируют развитие опухоли и формирование метастазов из при­
витых опухолевых клеток.

Моноклональные анти-СОЗЗ-антитела СМА-676 могут способ­
ствовать достижению полной ремиссии у некоторых пациентов с 
рефрактерным или рецидивирующим ОМЛ и последующей алло­
генной трансплантации стволовых клеток.
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6.4. АНТИСМЫСЛОВЫЕ ОЛИГОНУКЛЕОТИДЫ

Принцип антисмысловой технологии заключается в гибридиза­
ции коротких (13—25 нуклеотидов) синтетических антисмысловых 
олигонуклеотидов (АСО) с определенными последовательностями 
в мРНК. Образование такого дуплекса препятствует процессу сплай­
синга м РН К  или трансляции белка, вовлеченного в патогенез забо­
левания. Фермент РНКаза Н распознает мРНК-олигонуклеотид- 
пые комплексы и расщепляет мРНК, оставляя АСО интактным. 
Освободивш ийся из дуплекса АСО может связываться с другой 
молекулой мРН К и т.д. Привлекательность методу придает высо­
кая избирательность специфического связывания. Ряд АСО, в том 
числе к м РН К  онкобелков MDM2, Bcl-XL, RelA, Ras, Bcr-Abl, JNK1 
и 2, с-М ус и c-Myb, проявили противоопухолевую активность in 
vitro и в экспериментальных моделях. АСО к мРНК протеинкиназы 
С а, протеинкиназы А, ДНК-метилтрансферазы, Вс12 и Raf прохо­
дят клинические испытания. Они проявляют терапевтическую ак­
тивность и хорошо переносятся пациентами.

Белок сюрвивин (survivin) — член семейства ингибиторов про- 
апоптозных белков IAP, который экспрессируется только в злокаче­
ственных опухолях. Экспрессия сюрвивина укорачивает жизнь па­
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циентов, так как положительно коррелирует с пролиферацией, ан­
гиогенезом и ингибицией апоптоза. В исследованиях in vitro и in vivo 
антисмысловые олигонуклеотиды к мРНК гена BIRC5 (baculoviral 
IAP repeat-containing 5, survivin) индуцируют апоптоз, редуцируют 
опухолевый потенциал и сенсибилизируют клетки опухоли к химио- 
и радиотерапии, что привлекает к нему внимание как к новому ди­
агностическому маркеру и терапевтической мишени. АСО к нуклео­
тидам 232-251 мРНК сюрвивина индуцирует апоптоз в клетках опу­
холей легкого и сенсибилизирует их к химиотерапии.

Высокая экспрессия каталитической субъединицы теломеразы 
(hTERT) ассоциируется с плохим ответом на лечение, быстрым ре­
цидивом и неблагоприятным исходом заболевания у пациентов с 
различными опухолями, включая нейробластому, карциномы же­
лудка, молочной железы, легкого, хроническую лимфоцитарную 
лимфому, менингиому и опухоль Вилмса. В обшей сложности 
80-90% хюкачественных опухолей проявляют теломеразную актив­
ность. Показано, что у пациентов с карциномой поджелудочной 
железы теломеразная активность может быть диагностическим и 
прогностическим маркером. Теломеразная активность коррелирует 
не столько с пролиферацией непосредственно, сколько с миграци­
ей и инвазией клеток. Ее ингибиция антисмысловыми олигонукле­
отидами увеличивает чувствительность опухоли к индуцированно­
му традиционной цитостатической химиотерапией апоптозу.

Цитокин остеопонтин играет роль в диссеминации различных 
опухолей. Экспрессия как самого остеопонтина, так и основных 
его рецепторов (CD44 и аУрЗ-интегрин) на опухолевых клетках 
может быть блокирована на уровне мРНК антисмысловыми олиго­
нуклеотидами.

К новым мишеням АСО-терапии, число которых постоянно ра­
стет, относятся онкобелки AML1 (21q22), MLL (1 lq23), TEL (12р 13), 
MLT (18q21), ETO (8q22), N FkB, HER2/neu," циклинзависимые 
киназы, рецепторы ростовых факторов VEGFR, bFGFR, матрикс- 
ные металлопротеиназы, интегрины и белки теплового шока.

6.5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

До последнего времени лечение рака ограничивалось примене­
нием цитотоксических и гормональных агентов. Благодаря инфор­
мации о молекулярно-генетических механизмах канцерогенеза на­
чинается эра так называемой прицельной терапии. Арсенал средств



борьбы с хтокачественными опухолями обогатился принципиально 
новыми подходами, преследующими цель инактивировать ключе­
вые молекулярные звенья патогенетической цепи. Центральное 
место среди них занимают тирозинкиназные рецепторы ростовых 
факторов и сигнальные протеинкиназы. Существует уже ряд со­
единений, ингибиторов подобных молекулярных мишеней, кото­
рые распадаются на два основных класса: моноклональные антите­
ла и низкомолекулярные ингибиторы. Таким образом, лекарственная 
терапия злокачественных заболеваний переживает переходный пе­
риод от догеномной цитотоксической эры к новой постгеномной 
эре. Терапевтические агенты нового поколения, создаваемые на 
основе знания молекулярных механизмов трансформации, действуют 
на молекулярные мишени, вовлеченные в патогенез рака. Такие 
агенты обладают большей избирательностью по отношению к опу­
холевым клеткам, проявляют значительно меньшую токсичность и 
легче переносятся пациентами.
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Рис. 1.1. Пострепликативная репарация.
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Рис. 1.2. Мутации генов репарации, способствующие развитию неполипозного ко­
лоректального рака.
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Рис. 1.3. Дефекты пострепликативной репарации, приводящие к МН.
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Рис. 1.4. Основные механизмы дерегуляции EGFR.
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Рис. 2.2. Структура тирозинкиназы Src.
SH2 и SH3 (Src homology) -  функциональные субстрат-связываюшие домены 
назной молекулы.



Рис. 2.6. Механизм генной активации интерферонамн.
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Рис. 3.6. Р53-зависимая регуляния генной экспрессии.



ЛРС

NSAID

X  1
PPARo Циклин D1

СОХ Пролиферация 
Блок дифференцировки

Рак толстой кишки

Рис. 3.8 Путь сигнальной трансдукшш АРС/р-катснин/TCF.
NSAID (nonsteroidal anti-inflammatory drugs) -  нестсроидные противовоспалитель- 
ные препараты.
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Рис. 3.9. Пути сигнальной трансдукнии, активируемые гипсрэкспрсссисй EGFR
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Рис. 4.2. Основные пути индукции апоптоза.
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Рис. 4.3. Модель Fas-опосредованной сигнальной трансдукнии.
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Рис. 4.5. Фосфорилирование Вс12 в регуляции апоптоза.
Фосфорилирование и аутофосфорилирование Вс12 по серину-70 предотвращает 
апоптоз, а мультисайтовое фосфорилирование — индуцирует апоптоз.
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Рис. 5.2. Теломераза — теломеросинтезирующая обратная транскриптаза.
Теломеры человека содержат тандемные повторы гексамера TTAGGG/AATCCC дли­
ной от 2000 до 20 000 оснований. В иммортализованных клетках теломерная функция 
восстанаапивается благодаря синтезу теломерной ДНК теломеразой. Черным цветом 
обозначены нуклеопиы теломеры, с и н и м  -  теломсразная РНК, красным -  нуклеоти­
ды, которыми теломераза достраивает теломерную ДНК по своей интегратьной РНК- 
матрице.
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Рис. 5.3. Теломераза стабилизирует теломеры, которые были бы слишком коротки­
ми в ее отсутствие.
Короткие теломеры способны функционировать в клетках, отвергающих сигнал 
старения, -  трансформированных клетках, экспрессирующих теломеразу. Зеленым 
цветом окрашены хромосомы, красным -  теломеры. Стрелками и пунктирной ли­
нией отмечено допустимое укорочение теломер без теломеразы (слева) и с теломе­
разой (справа).



Рис. 5.4. EGFR и ангиогенез.
Активация EG FR при связывании с лигандом (E G F) повышает уровень экспрессии 
VEGF и мзтриксных металлопротеиназ.

Связывание лиганда с EGFR приводит 
к фосфорилированию его цитоплазматического 

протеинкиназного домена и активирует целую серию 
сигнальных каскадов

Цитоплазма

1
Src PLCr GAP Grt>2 She Nek Vav Grb7 Crk

I \ i /  V  I t Л  I 1Ras

I ^  ^PI3K МАРК JNK

I I I I
АЫ

V
Выживание, миграция, рост, адгезия, дифференцировка

Рис. 5.6. Пути EGFR-сигналинга и последствия его активации, зависящие от клеточ­
ного и особенно экстраклсточного контекста.
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Рис. 6.1. Пути сигнальной трансдукции в опухолевой клетке и терапевтический выбор. 
Красным цветом выделены активируемые, синим — ингибируемые мишени.



Нормальная экспрессия HER2 Гиперэкспрессия HER2 управляет 
опухолевым ростом

Моноклональные антитела 
Herceptin против HER2

Рис. 6.2. Рецептор HER2 — потенциальный медиатор нормального клеточного цик­
ла и пролиферации. Амплификация гена HER2 приводит к 10-100-кратному усиле­
нию экспрессии HER2 на клеточной поверхности, формированию  димеров H E R 2- 
HER2 и конститутивной активации рецептора. = 25% опухолей молочной железы 
характеризуются гиперэкспрессией HER2. М оноклональные антитела trastuzumab 
(Herceptin) блокируют митогенный сигнал и оказывают цитостатический эффект.
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СЛОВАРЬ

Дикий тип (wild type) -  нормальный аллель, а также фенотип, со­
ответствующий ему.

Домен -  функциональный участок белковой молекулы.
Зимоген — функционально неактивный профермент, который ак­

тивируется при удалении из молекулы фрагмента, способствую­
щего поддержанию латентного состояния.

Конститутивная экспрессия, или гиперэкспрессия — постоянная 
экспрессия, не зависящая от факторов негативной регуляции, 
невосприимчивая к ингибирующим сигналам.

Кбровый — осевой, центральный, главный (от англ, core -  центр, 
сердцевина).

Митогенный (сигнал) -  побуждающий клетку к вхождению в фазу 
митоза.

Потеря гетерозиготности -  деления интактного аллеля, в результа­
те которой в геноме остается и проявляется только один, мутан­
тный, аллель, и формируется мутантный фенотип.

Протеинкиназа -  фермент, катализирующий фосфорилирование 
(и/или аутофосфорилирование) белка, обычно по тирозиновым, 
сериновым и/или треониновым остаткам.

Протеинфосфатаза — фермент, катализирующий дефосфорилиро­
вание белка.

Процессинг (транспроцессинг или аутопроцессинг) — образование 
функционально активной молекулы в результате удаления из мо­
лекулы-предшественника последовательностей, поддерживающих 
ее в латентном состоянии.

Секвенирование — установление нуклеотидной последовательнос­
ти ДНК.

Сигнальная трансдукция (сигналинг) -  передача регуляторного 
(митогенного или апоптозного) сигнала в ядро клетки.

Сплайсинг — процесс созревания мРНК, в ходе которого происхо­
дит вырезание «лишних» последовательностей;
— сплайсинг альтернативный -  разрезание транскрипта в нети­

пичных сайтах сплайсинга с образованием мРНК, кодирую­
щих изоформы белка.

Трансактивация -  функция транскрипционного фактора, актива­
ция экспрессии гена-мишени.

Трансген — чужеродный ген, введенный в клетку искусственным 
путем.
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Трансдукция — введение в клетку рекомбинантной ДН К (трансге­
на) без использования вирусного вектора.

Трансфекция -  введение в клетку рекомбинантной ДН К (трансге­
на) с использованием вирусного вектора.

Транскрипционный фактор -  белок, активирующий или репресси­
рующий генную экспрессию (транскрипцию).

Трансрепрессия -  функция транскрипционного фактора, подавле­
ние экспрессии гена-мишени.
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