Клеточный цикл и процесс деления соматической клетки (митоз) находятся под строгим контролем сложной системы регуляции. Реплицированные и конденсированные эукариотические хромосомы должны сегрегировать к противоположным концам ядра.
После деления ядра хромосомы деконденсируются, и цитокинез завершается делением цитоплазмы и клеточной мембраны. Клеточный цикл делится на фазы в соответствии со стадиями этого процесса. S-фаза (синтез/репликация ДНК) и М-фаза (митоз) должны быть координированы, чтобы обеспечить поддержание постоянства и целостности генетического материала. Предложена относительно простая модель прогрессии клеточного цикла. Клетка в фазах G0(фаза покоя) G1, предшествующих митозу, получает позитивные (митогены и ростовые факторы) и негативные (контактная ингибиция и повреждение) стимулы. Эти сигналы интегрируются клеткой для принятия решения, входить или не входить в клеточный цикл. Момент принятия решения о переходе из фазы G1 в S фазу называется точкой R (от англ, restriction — рестрикция). Совокупность сигнальных и регуляторных молекул играет роль часового механизма клеточного цикла.
Координация прогрессии клеточного цикла через фазы роста и фазы синтеза управляется событиями фосфорилирования/дефосфорилирования, которые промотируются регуляторными субъединицами, называемыми циклинами, в соединении с каталитическими субъединицами, известными как циклинзависимые киназы (CdK). Циклинзависимые киназы, активированные фосфорилированием Cdk-активирующей киназой (САК), интегрируют митогенные и рост-ингибиторные сигналы и координируют клеточный цикл. В настоящее время принята классификация циклинов 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-зависимые киназы, а фаз G2-»M — циклин-В-зависимые. В нормальной клетке субъединицы присутствуют в четырехмерных комплексах, содержащих также ядерный антиген пролиферирующей клетки и член семейства малых ингибиторных молекул. Идентифицированы два семейства ингибиторов циклинзависимых киназ: семейство INK4 (белки p15INK4B, p16INK4A, p18INK4C, p19INK4D, связывающие циклин-D-зависимые киназы Cdk4 и Cdk6) и семейство CIP/KIP (p21CIPI, p27KIPI и р57КIР2). Ассоциация соответствующего количества этих ингибиторных молекул 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, амплификации 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. Нарушения регуляции клеточного цикла — отличительный признак злокачественной опухоли.
Белок Rb является субстратом Cdk-опосредованного фосфорилирования. Гипофосфорилированный (функционально активный) белок Rb связывается с фактором транскрипции E2F1 и препятствует формированию транскрипционно активного комплекса из E2F1 и онкогена с-Мус. Гиперфосфорилирование белка Rb инактивирует его функцию и вытесняет его из комплекса с транскрипционным фактором, таким как E2F, так что последний может активировать генную цепочку, дающую возможность клетке перейти в S-фазу. Ингибиторные белки (р16, р21 и другие) связываются с циклинзависимыми киназами, входящими в состав циклиновых комплексов циклин/ Cdk/PCNA, и подавляют фосфорилирование супрессорного белка Rb. 
Активность механизма регуляции клеточного цикла контролируется присутствием ингибиторов, которые могут останавливать прогрессию клеточного цикла в определенных критических точках. Эти ингибиторы заслужили имя «опухолевые супрессоры», так как отсутствие их экспрессии или потеря активности 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, поэтому эти два семейства действуют согласованно в регуляции клеточного цикла без какой-либо избыточности.
Семейство INK4 включает 4 члена: p16INK4A, p15INK4В, p18INK4C и p19INK4D, которые специфически связывают Cdk4 и ее близкий гомолог Cdk6. Это прямое связывание может предотвратить димеризацию киназ с их циклиновыми партнерами и, следоватсльно, блокировать их активность. Их эктопическая экспрессия индуцирует остановку клеточного цикла в фазе G1. Такая индукция предотвращает пролиферацию только клеток Rb+, но не Rb-. Экспрессия белка р15 индуцируется в эпителиальных клетках in vitro обработкой фактором TGFβ, т. е. он функционирует как эффектор TGFβ.
При всем сходстве белков семейства INК4 различия по частоте их мутирования в опухолях человека и различные паттерны экспрессии позволяют предположить, что in vivo они имеют различные функции.
Гомо- и гетерозиготные делеции в гене р16 встречаются с высокой частотой во многих видах опухолей человека, что указывает на функцию гена р16 классического опухолевого супрессора. 85% аденокарцином поджелудочной железы, 30% немелкоклеточных карцином легкого, 52% карцином пищевода, 80% астроцитомных клеточных линий, более 80% Т-клеточных ОЛЛ несут делеции гена р16. Необходимо принимать во внимание, что делеция может вовлекать не только р16, но и какие-то другие гены-супрессоры этого локуса. Высокая частота делеций или гиперметилирования промоторов генов р15 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 р18 и р19 не столь часто определяются в опухолях человека или клеточных линиях опухолевого происхождения.
Семейство CIP/KIP состоит из белков р21CIP1, р27КIP1 и р57KIP2. Они содержат гомологичный аминотерминальный домен с элементом связывания циклинов и циклин-зависимых киназ. Компоненты клеточного цикла, которые являются мишенью их ингибирующего действия, - комплексы циклин D/Cdk4/6 и циклин E/Cdk2 в поздней Gl-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 фосфорилированы во время прогрессии клеточного цикла. Белок р21 ингибирует все циклиновыс комплексы, т. е. является универсальным ингибитором.
Механизм, которым р21 ингибирует циклиновые комплексы, не до конца ясен. То, что р21 ассоциирован с PCNA, субъединицей ДНК-полимеразы-δ, которая участвует в репарации, означает, что р21 может координировать регуляцию прогрессии клеточного цикла с репаративным синтезом ДНК. Исследования 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 лимфомы приводит к гипофосфорилированию белка Rb и ингибиции PCNA.
Р21 является транскрипционной мишенью белка р53 и первичным медиатором р53-зависимой остановки фазы G1 после повреждения ДНК, а р53 - транскрипционным фактором для р21 и связывается непосредственно с его промотором, хотя р53 может контролировать пролиферацию р21-независимым путем, как и р21 может экспрессироваться независимо от р53. Так, клетки карциномы молочной железы показывают повышенную экспрессию р21 независимо от того, несут они wtp53 или мутантный р53. Например, TGFα усиливает экспрессию р21 в карциноме молочной железы, а TGFβ - в карциноме толстой кишки, отвечающих соответственно на эти факторы. В промоторе гена р21 идентифицирована последовательность из 10 пар нуклеотидов, которая отвечает за активацию транскрипции фактором TGFβ. TGFβ и р53 активируют транскрипцию р21 через различные элементы его промотора.
Как известно, клеточная пролиферация и дифференцировка — взаимоисключающие феномены, поэтому клетки, коммитированные на путь дифференцировки, прекращают клеточное деление. Экспрессия р21 может быть индуцирована во время дифференцировки опухолевых клеток при промиелоцитарном лейкозе с р53-нулевым фенотипом ретиноевой кислотой, диметилсульфоксидом и IFN-γ. В р53-дефицитных клетках остеосаркомы и в клетках гепатомы экспрессия р21 также может быть активирована индуцирующими дифференцировку агентами. р53-независимая индукция р21, опосредованная транскрипционными факторами семейства MyoD, играет роль в дифференцировке миогенных клеток и транскрипции миоспецифических генов.
Р57KIP2 обнаруживается преимущественно в дифференцированных клетках и, видимо, может служить сигналом для выхода дифференцирующихся клеток из клеточного цикла. Р57KIP2 структурно ближе к р21, чем к р27, так как тоже содержит домен PCNA-связывания. 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. Нарушение этой функции р57 ведет к неконтролируемому росту клеток.
Мутации какого-либо белка из этих семейств проявляются в злокачественной трансформации. Влияние этих мутаций представляет собой феномен, сложный для понимания. Неясно, почему мутация, приводящая к утрате функции одного из этих белков, приводит к раку, если система контроля явно избыточна, и почему требуются два семейства ингибиторов для контроля клеточной прогрессии. Известно, что между ними осуществляется кооперация, примером которой служат отношения, возникающие между р15 и р27 в эпителиальных клетках под действием цитокина TGFβ. Р27 может связываться с киназными комплексами циклин D/Cdk4(6) и циклин A(E)/Cdk2, но его взаимодействие с ними очень различается, 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 киназную активность. При этом комплекс циклин D/Cdk4(6) служит резервуаром для изоляции свободного р27 от его главной мишени - комплекса циклин A(E)/Cdk2. В клетках, культивируемых в присутствии TGFβ, быстро индуцируется экспрессия р15, который вытесняет р27 из комплекса циклин D/Cdk4(6), в результате чего повышается уровень свободного р27, который связывается с комплексом 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.
Ген р53. На клеточном уровне существует комплекс молекулярных путей восприятия генетических повреждений и ответа на них. Мутации на этих путях могут привести к опухолевой прогрессии. Существуют гены, которые интегрируют правильное восприятие средовых сигналов и соответствующий клеточный ответ. В клетках млекопитающих такую интегральную функцию выполняет ген р53, который называют «хранителем генома». Ген p53 — наиболее известный супрессор опухолей и ключевой элемент пути, который позволяет остановить клеточный цикл в неблагоприятных 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 индуцируют регуляторные или контролирующие механизмы, блокирующие клеточный цикл. По завершении репарации блок снимается и клеточное 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. Отсутствие продукта гена р53 дестабилизирует геном. Приблизительно 50% первичных опухолей человека несут мутации р53, опухоли с мутантным р53 клинически более агрессивны. Соматические мутации р53 и других генов-супрессоров опухолей могут быть ранним или поздним этапом канцерогенеза. В норме белок р53 живет приблизительно 20 минут, мутантный р53 - от нескольких часов до дней и накапливается в ядрах опухолевых клеток, что дает возможность иммуногистохимического окрашивания специфическими антителами. Трансфекция wtp53 в клетки, лишенные его, восстанавливает функцию р53 и повышает экспрессию генов-мишеней.
Ген р53 действует как сенсор повреждения ДНК и индуцирует репарацию, но, если повреждение существенно и необратимо (нерепарабельно), он направляет клетку по пути апоптоза, чтобы предотвратить размножение клетки, имеющей протяженную мутацию. Способность индуцировать апоптоз - важная составляющая его опухолесупрессорной функции. р53 активирует экспрессию генов -супрессоров опухолей p21WAF1, Вах и Fas и подавляет экспрессию гена Всl2. Все они участвуют в модуляции апоптоза. Таким образом, р53 - член многих биохимических путей: транскрипции, репарации, поддержания геномной стабильности, контроля клеточного цикла и апоптоза. Понимание механизмов опухолевой супрессии даст молекулярные мишени для мультимодальной противораковой терапии, включая химио-, иммуно- и генотерапию.
Получив информацию о повреждении ДНК, белок р53 активирует транскрипцию гена р21, продуцирующего белок — ингибитор циклинзависимых протеинкиназ. Повышение уровня белка р21 ингибирует фосфорилирование, способствующее прогрессии клеточного цикла. Ясно, что потеря функции р53 проявляется в отсутствии транскрипционной активации р21 и последующего ингибирования прогрессии клеточного цикла. Многие мутации дают эффект прерывания остановки роста (активация онкогенов и инактивация онкосупрессии). Мутации, инактивирующие ген р53 и его регуляцию гена р21, будут иметь эффект отмены контроля клеточного цикла. Мутации р53-зависимого пути могут проявляться одинаково — 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 изменяться мутациями самого гена и мутациями пути метаболизма белка р53, например, фосфорилирования, мутациями, влияющими на степень и длительность экспрессии, локализацию и конформацию белка.
Связь между каскадом Ras/Raf/MEK/ERK и белками клеточного цикла. Ras-активированный путь сигнальной трансдукции обеспечивает связь между ростовыми факторами (IL-3, GM -CSF) и аппаратом 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 Bcll/CCND1, кодирующего циклин D1, имеются сайты для активации его транскрипции субъединицами транскрипционного фактора АР-1 онкобелками c-Jun и c-Fos. Экспрессия генов c-Jun и c-Fos индуцируется трансдукцией митогенных сигналов, а мутации в АР-1-связывающих сайтах промотора гена Bcll/CСNDl отменяют Ras-зависимую активацию экспрессии циклина D1. Повышенный уровень циклина D1 обнаруживается в 86%случаев карциномы молочной железы. Механизм действия многих противоопухолевых препаратов заключается в ингибиции специфических фаз клеточного цикла.
В экспериментах in vitro показано, что, лишаясь ростовых факторов более чем на 48 ч, цитокин-зависимые клетки входят в фазу G0. Когда ростовые факторы возвращаются в среду, клетки снова входят в клеточный цикл и пролиферируют. Если же клетки остаются без ростовых факторов более чем на 72 часа, они претерпевают апоптоз, причем количество выживших клеток обратно пропорционально длительности периода, в течение которого клетки были лишены пролиферативной стимуляции.
Большинство сигнальных киназ, промотирующих рост и выживание, трансдуцирует пролиферативные эффекты ростовых факторов 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 злокачественной трансформации, что экспериментально показано в многочисленных исследованиях на мышах и клеточных линиях.
TGFβ и остановка клеточного цикла. Фактор TGFβ может индуцировать сильный рост-ингибирующий эффект во многих типах клеток и стимулировать пролиферацию других. TGFβ - важный регулятор прогрессии клеточного цикла и поэтому имеет значительный терапевтический потенциал. Стимулирующий эффект TGFβ скорее всего непрямой (через экспрессию других эндогенных ростовых факторов, таких как PDGF - ростовой фактор соединительной ткани, или через повышение экспрессии рецепторов EGF). Остановку роста, напротив, TGFβ индуцирует непосредственно и коррелирует с поддержанием опухолесупрессорного белка Rb в гипофосфорилированном состоянии.
Обработка эпителиальных клеток фактором TGFβ ингибирует циклины А и Е и Cdk2/4, а также фосфорилирование Rb, и клеточный цикл останавливается в G l-фазе. Гиперэкспрессия Cdk4 может отменить остановку Gl-фазы, индуцированную TGFβ в эпителиальных клетках. TGFp может также индуцировать экспрессию Cdk ингибиторов p15INK4B и р21СIР1, супрессировать экспрессию онкогена с-Мус, блокируя таким образом прохождение клеткой фазы G1, и стимулировать перераспределение свободного и связанного с циклиновыми комплексами р27CIР1. При этом TGFβ индуцирует конкурентное 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 связывается со своей истинной мишенью, комплексом циклин E/Cdk2. Обработка клеток TGFβ 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 транскрипционной активации некоторых генов в ассоциации с Smad-комплексом. Ими могут быть гены Cdk-ингибиторов, так как их активность индуцируется после обработки клеток TGFβ.
АПОПТОЗ
Апоптоз - это нормальный процесс элиминации лишних клеток в ходе развития, в поддержании гомеостаза, а также аутореактивных иммунных клеток, клеток с нерепарабельными повреждениями или представляющих по какой-либо причине угрозу для организма. Подобно циклу клеточного деления, механизмы апоптоза являются комплексной сетью блокаторов и индукторов клеточной смерти, действующих разнонаправленно в тонком равновесии для достижения надлежащего тканевого гомеостаза. Коровый механизм апоптоза может быть редуцирован несколькими критическими белками, которые эволюционно консервативны и часто являются мишенью вирусной эксплуатации. У млекопитающих эти коровые регуляторы обычно существуют как мультигенное семейство гомологов, каждый из которых имеет собственный уникальный паттерн экспрессии в разных тканях.
Каспазы. Эффекторное плечо апоптозного пути представлено семейством внутриклеточных протеаз, называемых каспазами. Идентифицированы 13 каспаз. Каспазы 1-13 синтезируются как зимогены (неактивные проферменты), состоящие из аминотерминального продомена и большой и малой субъединиц, но могут быть активированы протеолитическим расщеплением в консервативных сайтах (аспарагиновых остатках), генерирующим субъединицы ферментативно активных протеаз. Активные протеазы представляют собой гстеротетрамеры, состоящие из двух больших и двух малых субъединиц. Каспазы расщепляют субстраты в аспарагиновых остатках и сами активируются расщеплением в аспарагиновых остатках, таким образом, возникает протеолитический каскад. В соответствии с концепцией каскадного механизма активации каспазы делятся на инициаторные (каспазы 8 и 10) и эффекторные (в основном каспазы 3, 6 и 7). 
Апоптоз может быть инициирован двумя альтернативными путями: 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). 
Активация каспаз происходит в тех опухолевых клетках, в которых апоптоз индуцирован химиотерапевтическими агентами. Все традиционные цитостатики, а также рентгеновское облучение используют апоптозные пути для осуществления цитостатического действия. Следовательно, дефекты в регуляции апоптоза могут придавать опухолевой клетке резистентность к терапии. Известны примеры отсутствия экспрессии или мутационной инактивации специфических каспазных генов в опухолевых клетках человека.
Расщепление каспазами некоторых киназ (РАК2, изоформ РКСδ и θ, МЕКК-1) придает им проапоптозные свойства. Мишенями каспаз являются также некоторые структурные белки, поддерживающие клеточную архитектуру, расщепление которых приводит к морфологическим изменениям, ассоциированным с апоптозом. Каспазы также расщепляют и инактивируют ингибиторы апоптоза (ICAD, Всl2 и Bcl-XL) и киназы, вовлеченные в антиапоптозный сигпалинг (Raf-I и Akt). 
Семейство TNF-рецепторов. Наиболее изучены механизмы каспазной активации, вовлекающие семейство TNF-рецепторов, включая TNF-RI (CD120a), Fas (CD95), DR3 (Wsl-1; Tramp), DR4 (TRAIL-R1), DR5 (TRAIL-R2), DR6 и CAR-1, которые трансдуцируют проапоптозные сигналы. Эти «рецепторы смерти» содержат цитозольный домен, известный! как домен смерти, который ответственен за привлечение адапторных белков, таких как FADD/MORT1, к рецепторному комплексу после связывания лиганда. Белок FADD/MORT1 содержит домен смерти и дополнительный домен межпротеипового взаимодействия, называемый 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-содержащего продомсна и высвобождение активированной протеазы в цитозоль, где она может расщеплять и активировать другие прокаспазы.
Описано несколько механизмов резистентности клеток к апоптозу, индуцируемому Fas и другими рецепторами смерти:
а) мутации в генах, кодирующих рецепторы;
б) подавление экспрессии рецепторов;
в) дефекты в путях апоптозиой сигнальной трансдукции.
Фактор Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1). Еще один механизм каспазной активации у млекопитающих зависит от фактора Apaf-1. У человека белок Apaf-1 имеет сложную структуру и участвует 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 взаимодействует с продоменом каспазы 9 и индуцирует ее аутопроцессниг. Карбоксильный конец АТФ-связывающсго домена фланкирован 12 тандемными копиями WD-домсна. Этот участок молекулы ф ункционирует 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 одействия 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 митохондрии. Он высвобождается в цитозоль после экспозиции клетки к различным проапоптозным факторам, включая химиотерапевтические препараты, радиацию и удаление ростовых факторов.
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 жизни: нейронах, гемопоэтических стволовых клетках и стволовых клетках дифференцирующегося эпителия кожи и кишечника, а также в железистом эпителии, где гиперплазия и инволюция контролируются гормонально. В большинстве случаев экспрессия Вс12 происходит в зонах, содержащих пролиферирующие клетки или клетки с большой продолжительностью жизни, т.е. его экспрессия оказывает гомеостатическое влияние на численность клеточной популяции.
Белки семейства Bcl2 функционируют, формируя в зависимости от концентрации гомо- или гетеродимеры с другими членами семейства через домены ВН. Если в избытке присутствует Вс12, формируются ингибирующие апоптоз гетеродимеры Вс12/Вах; если преобладает Вах, формируется гомодимер Вах/Вах и клетки становятся чувствительными к апоптозу. Аминокислотные замены в домене ВН1 могут препятствовать гетеродимеризации между Вах и Вс12 и осуществлению функции Вс12 как ингибитора апоптоза. Относительный уровень Вах и Вс12 определяет судьбу клетки — апоптоз или жизнь, и димеризация различных компонентов — существенное событие в дифференциальной регуляции функции Вс12.
Многие Вс12-родственные белки, включая Bcl2, Bcl-X(L) и Вах, локализуются во внешней мембране митохондрий. Вс12 и другие антиапоптозные белки способствуют выживанию преимущественно связыванием с белком Apaf-1 во время формирования апоптосомы, что предотвращает активацию финального звена в цепи эффекторов апоптоза — каспазного каскада, но не ингибируют апоптоз, индуцированный рецепторами смерти.
Гиперэкспрессия белка Вс12 впервые была показана в фолликулярных и диффузных лимфомах, каковому обстоятельству он и обязан своим названием (В cell lymphoma 2), а позднее — во многих типах солидных опухолей. Однако при некоторых злокачественных и аутоиммунных заболеваниях повышенная экспрессия Вс12 не супрессирует индуцированный цитостатиками апоптоз, следовательно, должны существовать другие факторы и(или) регуляторные механизмы, не связанные с уровнем экспрессии. Антиапоптозная функция Вс12 зависит от гетеродимеризации с родственным белком Вах, а мутации, нарушающие функцию гетеродимеризации с белком Вах, отменяют апоптоз-репрессирующую активность Вс12, но соотношение Вс12 и Вах не всегда коррелирует с химиорсзистентностыо.
Дополнительная связь между семейством белков Вс12 и ответом на цитотоксические вещества заключается в экспрессии белка Вах после успешной индукции апоптоза. Индукция экспрессии Вах после генотоксического стресса приписывается транскрипционному фактору р53, который связывается со специфическими элементами распознавания в промоторе гена Вах и непосредственно трансактивирует его. Ген-супрессор опухолей р53 не только контролирует прогрессию клеточного цикла, но и способен индуцировать апоптоз, причем в этом случае он тоже функционирует как тран скрипционный фактор, непосредственно активирует экспрессию Вах и подавляет экспрессию Вс12, сдвигая этим баланс в сторону апоптоза. Нарушение этой функции отрицательно сказывается на возможности р53-зависимой индукции апоптоза. Его антагонист ген mdm2 может противодействовать р53-опосрсдованному апоптозу. Протективный эффект протеина МDM2 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 Ml, не экспрессирующие эндогенный р53, были трансфектированы температурочувствительным мутантным геном р53. Пермиссивная температура (32,5°С) индуцирует экспрессию р53 и апоптоз, но кинетика апоптозной индукции белком р53 медленнее, чем фактором TGFβ. TGFβ подавляет экспрессию Вс12, а р53 индуцирует экспрессию Вах. Нормальный белок р53 подавляет экспрессию Вс12 и стимулирует экспрессию Вах на уровне мРНК. Следовательно, р53 и TGFβ индуцируют апоптоз различными путями, хотя TGFβ-опосредованный апоптоз может управляться через гены GADD45 и Mydll8, которые являются эффекторами функции гена р53. Транскрипция гена Вах может прямо активироваться белком р53, но повышенной экспрессии одного Вах недостаточно для того, чтобы направить клетку по пути апоптоза.
Химио- и радиотерапия убивает клетки злокачественных опухолей, в первую очередь индуцируя в них апоптоз. Антиметаболиты и ДНК-повреждаюшие агенты являются причиной клеточного стресса, а ключевым элементом стресс-индуцированного апоптоза служит белок р53, который является транскрипционным фактором проапоптозных белков семейства Вс12 и рецепторов смерти Fas, TRAIL-R1 и TRAIL-R2. Другой путь стресс-индуцированного апоптоза активирует протсинкиназу SAPK/JNK, которая в свою очередь активирует транскрипционный фактор АР-1. К числу его мишеней относятся гены проапоптозных лигандов FasL и TNF-α.
Ингибиторы апоптоза. Клетки защищены от неразборчивой индукции смерти эндогенными ингибиторами апоптоза. Многие из них вовлечены в инициацию и прогрессию рака. Апоптоз, индуцированный через рецепторы смерти, может быть ингибирован DED-содсржащим белком FLIP, который конкурирует за домен DED адаптерного белка FADD/MORT1 и либо удаляет прокаспазу из комплекса DISC, либо препятствует ее включению в него. Гиперэкспрессия FLIP обнаружена в метастазирующих меланомах человека.
[bookmark: _GoBack]Индуцированная рецепторами смерти активация каспаз может быть ингибирована экспрессией рецепторов для белка TRAIL, которые либо содержат усеченные нефункциональные DD-домены, либо вовсе лишены их. Нейтрализация TRAIL такими рецепторами предотвращает формирование DlSC-комплексов и TRAIL-индуцированный апоптоз. Многие клеточные опухолевые линии проявляют специфичную чувствительность к TRAIL-индуцировапному апоптозу, вероятно, по причине утраты рецепторов для TRAIL во время трансформации.
Оксид азота может непосредственно инактивировать многие каспазы нитрозмлированием каталитических цистеиновых остатков. Продукция оксида азота регулируется белками iNOS (индуцибельпой иитрооксидсинтетазой) и cNOS.
Исследование фундаментальных механизмов регуляции апоптоза и идентификация различных генов клеточного выживания, часто активированных в опухолях, открывают широкие терапевтические возможности. Например, агенты, которые препятствуют действию Вс12 или других антиапоптозных генов, повышают чувствительность опухоли к химио- и радиотерапии и облегчают их противоопухолевое действие, предрасполагая клетки к смерти. Использование антисмысловых олигонуклеотидов к мРНК Вс12 у пациентов с рецидивирующими и рефрактерными лимфомами дает обнадеживающие результаты. Предпринимаются также попытки идентифицировать низкомолекулярные вещества, которые, связываясь с Вс12 или BcI-XL, имитируют эффект проапоптозных трансдоминантных ингибиторных белков, таких как Bad, Bik, Bim, Bid и Hrk.
