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Тема 1. Загальна характеристика апоптозу, як виду клітинної 
загибелі 

 
 

Вступ. Поняття патології та клітинної загибелі. Види загибелі клітин 
 

Клітина, як елементарна одиниця життя, являє собою систему 
життєдіяльності – тобто, сукупність складно організованих молекулярних 
комплексів, у межах яких відбувається низка складно регульованих та 
взаємозалежних процесів, розділених у часі та просторі, але взаємо-
узгоджених та направлених на збереження життєдіяльності клітини.  

Така система, як і будь-яка з фізичних систем, може бути або відкритою, 
або закритою. Живі системи цікаві тим, що вони одночасно є і відкритими, і 
закритими.  

 
1. Відкритість – виявляється у критичній необхідності проходження 

через клітину трьох основних потоків: 
a. Матеріального, 
b. Енергетичного,  
c. Інформаційного. 

2. Закритість – просторова відмежованість клітини від 
міжклітинного середовища за рахунок плазматичної мембрани, та 
вибіркові механізми транспорту через клітинні мембрани.  
 

Порушення як відкритості (часткове або повне 
перекривання/блокування будь-якого з 3 потоків), так і закритості 
(проблеми з бар’єрними та транспортними функціями мембран) системи 
життєдіяльності клітини у результаті дії факторів зовнішнього або 
внутрішнього (метаболічного) походження - так званих патологічних 
стимулів –може викликати стан патології і призвести до трьох основних 
наслідків для клітини та організму.  

 
СЛАЙД 2 – три можливі групи наслідків для клітини після дії 

патологічного фактора.  
 
Таким чином, клітинна загибель є одним з можливих варіантів відповіді 

клітини на порушення її життєдіяльності з боку патологічних стимулів. 
 
 Насьогодні існує уявлення про декілька типів клітинної загибелі, що 

відрізняються різними механізмами. Деякі з цих типів загибелі можна назвати 
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запрограмованими на генетичному рівні, або генетично 
детермінованими/контрольованими. 

Запрограмована клітинна загибель  – тип загибелі, проходження якого 
є залежним від генетично закодованих та детермінованих сигналів та функцій 
самої клітини. Іншими словами – це послідовність генетично контрольованих 
метаболічних подій, що ведуть до загибелі клітини. 

 
Не кожен тип клинної загибелі, таким чином, є запрограмованим. 
 
Насьогодні виділяють наступні типи загибелі клітин: 
 
1) Апоптоз – один з найперших вивчених класичних типів 

запрограмованої загибелі. Особливості: 
a. включає у себе обов’язкові етапи конденсації ядра та інших 

клітинних компонентів, 
b. характеризується збереженням цілісності плазматичної 

мембрани клітини,  
c. у більшості випадків веде до залучення специфічних клітинних 

протеаз – апоптичних каспаз – для виконання регуляторних та 
деградаційних функцій, 

d. як правило, клітинні компоненти групуються у оточені 
мембранами конгломерати, які називаються апоптичними 
тільцями, згодом вони фагоцитуються спеціалізованими 
клітинами, 

e. апоптоз не призводить до запальних процесів, 
2) Некроз – вид загибелі, який ніяк не можна назвати 

запрограмованим, оскільки він відбувається раптово у відповідь 
на патологічні стимули особливої потужності та обов’язково 
призводить до запальної реакції через порушення цілісності 
клітинних мембран. Деякі з дослідників називають некрозом не 
вид загибелі, а морфологічну картину, отриману в результаті дії 
некротичних стимулів. 

3) Автофагія – вид загибелі, що включає у себе деградацію 
клітинних компонентів у так званих аутофагічних вакуолях 
всередині самої клітини. Є запрограмованим, не призводить до 
запалення. Поряд з апоптозом є типами загибелі, які викликаються 
не лише патологічними, а й фізіологічними стимулами. 

4) Онкоз – вид загибелі, за якої відбувається прелетальне набухання 
органел з послідовною втратою бар’єрних функцій та збільшенням 
проникності мембран останніх, вважається прозапальним. 
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5) Піроптоз – прозапальний шлях загибелі, що включає у себе 
формування так званої інфламасоми, активацію запальних каспаз 
та індукцію процесінгу прозапальних цитокінів та інтерлейкінів. 

6) Аноїкис – вид загибелі, подібний до апоптичного, який індукується 
через від’єднання клітини від базальної мембрани – так званого 
дететчменту. 

7) Корніфікація – загибель поверхневих епітеліальних клітин – так 
званих кератиноцитів – яка супроводжується перетворенням їх на 
мертві, заповнені гіалуронатом та кератином, корнеоцити, з 
подальшим їх злущуванням. 

8) Ентоз – явище так званого «клітинного канібалізму», коли 
клітиною поглинається інша жива клітина тієї ж тканини. 
 

СЛАЙД 3 – порівняльна схема видів клітинної загибелі. 
 

 
Історія відкриття запрограмованої загибелі та апоптозу 

 

 Феномен запрограмованої клітинної загибелі був уперше описаний  
ще у 1864 році Карлом Вогтом,який спостерігав фізіологічну форму 
КЗ упродовж розвитку певного виду жаб.  

 У 1964 році Локшин та Вільямс вперше використали термін ЗКЗ.  

 У 1972 році Керр, Віллі та Кюрі описали морфологію клітин, що 
зазнають фізіологічної КЗ та запропонували термін апоптоз, що 
походить від грецького, означаючи опадання листя з дерев або 
пелюсток з квіток. 

 У 1973 році було вперше виявлено, що апоптоз може бути певним 
чином пов’язаним з:  

o онкогенезом,  
o пошкодженням клітин, 
o стресом клітин,  
o цитотоксичностю,  
o гіпоксією.  

 Одначе справжній вибух активності у апоптичних дослідженнях 
відбувся лише напочатку 80-их рр. минулого століття, коли було 
виявлено, що апоптоз є складно регульованим та генетично 
запрограмованим процессом. Тобто поняття апоптоз та ЗКЗ 
співвіднесли. Починаючи з цього часу, велика кількість лабораторій 
почали вивчення ЗКЗ, використовуючи у якості об’єкта організм 
Caenorhabditis elegans – нематоду, яка складається з чітко 
визначеної кількості клітин (1090), 131 з яких гине за апоптичним 
механізмом. 
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СЛАЙД 4 – зовнішній вигляд нематоди. 
 

 У середині 80-их рр. було виявлено три гени, що відповідали за 
контроль КЗ, які були названі ced-3, ced-4 та ced-9. Було показано, 
що перші два з них відповідають за індукцію процессу КЗ, в той час 
як останній блокує апоптоз клітин нематоди. 

 У 1992 році відкрили перший білок родини ICE (interleukin-1/3-
converting enzyme) – цистеїнову протеазу з проапоптичними 
властивостями – каспазу, якій згодом дали номер 3. Насьогодні 
охарактеризовано 13 типів каспаз, що отримали назву протеаз 
клітинної загибелі та номери від 1 до 14. 

 У 1993 році було показано, що каспаза 3 ссавців є гомологічною до 
продукту гену ced-3 нематоди. 

 У тому ж 1993 році було показано, що гомологом гену ced-4 
нематоди виявився білок Apaf-1 ссавців- так званий активуючий 
фактор апоптичних протеаз І. 

 У 1994 році у людини та ссавців було знайдено гомолог гену ced-9 
нематоди – ген bcl-2. Було показано, що продукт даного гену 
виявився блокатором аптоптозу. Тоді ж було зроблено висновок, 
що апоптоз – висококонсервативний і дуже важливий процес. 
 

СЛАЙД 5 – порівняльна схема впливу продуктів даних генів на регуляцію 
апоптозу у нематоди та людини. 
 

 Згодом було відкрито цілу низку факторів апоптозу, таких як TNF, 
CD95/Fas/APO-1, p53, родину антиапоптичних інгібіторів IAP. 

 Було також визначено зв’язок дисрегуляції апоптозу з патогенезом 
певних хвороб.  

 Наприклад, з підвищенням активності апоптозу клітинах стали 
асоціювати: 

o Нейродегенеративні хвороби (Альцгеймера, Паркінсона), 
o Церебральну ішемію, 
o Деякі передінфарктні стани, 
o Зниження числа лімфоцитів під час сепсису або дії ВІЛ, 
o Бацилярну дизентерію, викликану Shigella dysenteriae. 

 Знижена індукція апоптозу у тканинах також асоціюється з 
певними патологіями, наприклад, з: 

o Поверхневим онкогенезом (утворення карцином епітелію), 
o Гіперплазією ендотелію кровоносних судин, 
o Аутоімунними захворюваннями (системна червона 

вовчанка, різні форми ревматизму), 
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o Лейкемією, лімфомою, 
o Іншими прикладами онтогенезу в цілому. 

 
Функції апоптозу у фізіології та патології 

 
Положення про те, що загибель є необхідною для життя організму на 

перший погляд здається дивним та неймовірним, але ЗКЗ критично необхідна 
практично у всіх видах організмів для дотримання балансу клітинного 
поділу, а, отже, і для підтримання клітинного гомеостазу. 

 
Таким чином, можна умовно поділити апоптичну загибель на дві основні 

гілки: 
1) Фізіологічний апоптоз, 
2) Патологічний апоптоз. 

 
Більшість нормальних клітин мають обмежений час життя, а застарілі 

або пошкоджені повинні бути еліміновані з мінімальними для організму 
негативними наслідками. Отже,  

1. перша функція фізіологічного апоптозу у зрілому організмі – 
оновлення клітинних популяцій шляхом елімінаці застарілих  
клітин. 

2. перша функція патологічного апоптозу - захист організму від 
наслідків перебування у останньому пошкоджених клітин . 
 

З цією точки зору апоптоз можна розуміти, як стан так званого 
альтруїстичного самовбивства – контрольованої КЗ клітини, яка позбавляє 
організм від своєї небезпечної присутності. Таким чином, виключається 
можливість небажаних новоутворень та виживання змінених клітин. 

 
Інші функції фізіологічного апоптозу у зрілому організмі: 

1) Підтримання клітинного гомеостазу інтестинального епітелію, 
2) Забезпечення функціонування лімфоїдних термінальних центрів, 
3) Регуляція кількості та дозрівання клітин у адренальному кортексі, 

кортексі тимусу, печінки, інших тканин, 
4) Регуляція функціонування ендокринних залоз та певних клітин-

мішеней їх гормонів, 
5) Забезпечення балансу між проліферацією та диференціацією 

клітин певних тканин, 
6) Контроль процесів старіння тканин та органів. 

 
Патологічний апоптоз у зрілому організмі відіграє певну роль у таких 

процесах: 
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1) Неопластичні патології, 
2) Аутоімунні захворювання, 
3) Вірусні інфекції, 
4) Нейродегенеративні хвороби, 
5) Патологічні процеси під час СНІД, 
6) Гематологічні розлади, 
7) Поліцистична хвороба нирок. 

 
У процесі ембріонального розвитку перша функція фізіологічного 

апоптозу полягає у забезпеченні точносфокусованого та специфічного шляху 
елімінації непотрібних клітин, наприклад, під час:  

1) формування внутрішнього покриття тубулярних структур, 
2) морфогенезу кінцівок,  
3) утворення міжпальцевих проміжків,  
4) інволюції філогенетичних залишків. 

 
Патологічний апоптоз під час ембріонального розвитку спостерігається 

тільки за дії певних тератогенних речовин у якості апоптичних стимулів. 
 

Зв’язок апоптичної загибелі з патологічними станами тканин 
 

Очевидно, що як процес, що має високоспецифічну тонку регуляцію, 
апоптоз може бути пришвидшений чи уповільнений цілою низкою зовнішніх 
факторів. Так, певні тератогенні агенти можуть порушити баланс між ЗКЗ та 
проліферацією, наприклад, шляхами: 

o прямої цитотоксичності,  
o зміни чутливості до регуляторних сигналів. 

 
Виявлено багато патологічних порушень, що пов’язані з дисрегуляцією 

ЗКЗ: 
1. Злоякісні неоплазми (новоутворення) були одноми з найперших, 

відкритих у даному відношенні.  
o Гістологічний аналіз показав, що апоптичні тільця дуже 

часто знаходяться у пухлинних тканинах. У нормальних 
тканинах вони захоплюються фагоцитуючими клітинами, 
але у злоякісних неоплазмах більшість накопичується у 
клітинах пухлини.  

o Хоча поява апоптичних тілець вважається одним з 
морфологічних маркерів апоптозу, більшість пухлинних 
клітин мають знижену чутливість до апоптичних стимулів.  
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o Таким чином, онкогенез спричинюється як підвищеною 
проліферацією змінених клітин, так і зниженою їх 
здатністю до загибелі. 

Також було доведено, що індукція ЗКЗ може пригнічувати ріст пухлини 
після антинеопластичного лікування – було показано, що як низка 
хіміотерапевтичних агентів, як і радіаційна терапія, індукують апоптоз 
частіше, ніж некроз.  

 
2. Автоімунні хвороби репрезентують ще одну форму порушення 

індукції апоптозу, оскільки вони спричинюються недостатнім 
знищенням самореактивних Т-клітин. У даному випадку спочатку 
розвивається дефіцит апоптозу, який потім призводить до 
надмірної загибелі клітин-мішеней самореактивних Т-лімфоцитів. 
Наприклад, у випадку аутоімунної форми діабету мішенями є 
клітини підшлункової залози, у випадку аутоімунного 
лімфопроліферативного синдрому (ALPS) є навіть декілька 
тканин-мішеней. 
 

3. Вірусні інфекції - певні вірусні білки інгібують апоптичні сигнальні 
механізми всередині уражених клітин, подовжуючи тривалість 
життя, що призводить, таким чином, до недостатності індукції 
апоптозу. 

 
4. З іншого боку, небажаним є не лише дефіцит, але й надлишок 

апоптозу. Наприклад, існує ціла низка нейродегенеративних 
хвороб, що в своїй основі мають підвищену чутливість нервових 
клітин до апоптозу: 

o Хвороба Альцгеймера, 
o Хвороба Паркінсона, 
o Аміотрофічний латеральний склероз, 
o Спінальна м’язева атрофія. 

 
Також виявлено, що підвищена індукція апоптозу лежить у основі: 

o багатьох форм серцевих нападів,  
o синдрому набутого імунодефіциту (де білок gp120 активує 

апоптоз Т-клітин через рецептори CD4+). 
 

5.  Надмірний апоптоз у червоному кістковому мозці може 
спричинити низку гематологічних хвороб, таких як: 

 
1) Мієлодиспластичні синдроми, 
2) Апластична анемія, 
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3) Хронічна нейтропенія. 
 

6. У відношенні надмірного апоптозу варто згадати: 

  поліцистичну хворобу нирок,  

 вірусні та токсичні ураження печінки,  

 процеси старіння.  
 
 

Тема 2. Порівняльна морфологія та біохімія апоптозу та некрозу  
 
 

Морофологічна картина апоптичної загибелі 
 

Апоптоз має певні характеристичні морфологічні ознаки. Комплекс 
даних ознак може бути розділений на дві фази: 

 
1) Перша фаза, згідно результатів електронно-мікроскопічного 

аналізу, починається з відкремлення вмираючої клітини від 
сусідніх, живих. Ця фаза супроводжується певними 
морфологічними внутрішньоклітинними змінами, таким як: 

 Конденсація хроматину та цитоплазми, 

 Фрагментація ядра, 

 Утворення пухирців – вигинів ПМ, 

 Формування компактних мембранзв’язаних апоптичних 
тілець за рахунок відшнуровування і замикання пухирців у 
везикули. 

У середині апоптичних тілець знаходяться прилеглі до 
мембрани структури клітин. Хоча органели всередині тілець 
також конденсуються, одначе вони є структурно і хімічно 
інтактними, так само, як мембрани тілець, що забезпечує 
неможливість проникнення внутрішньоклітинного вмісту у 
міжклітинний простір та зберігає тканину від розвитку 
запалення.  

2) Друга фаза, яка характеризується захопленням утворених 
апоптичних тілець сусідніми клітинами, потім відбувається 
деградація та реутилізація клітинних компонентів, що робить 
апоптоз дуже економічною формою загибелі. 

 
На відміну від апоптозу, який є спланованою формою ЗКЗ, некроз, як ще 

одна форма КЗ, яку вважають раптовою і неконтрольованою, і яка 
викликається чинниками набагато більшої інтенсивності, має свої 
характеристичні морфологічні зміни: 
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 Клітина та її окремі органели набухають в результаті дуже ранньої 
втрати цілісності ПМ, 

 Відбувається повний розрив ядерної, інших органельних та 
плазматичних мембран, 

 У міжклітинне середовище виділяються компоненти 
внутрішньоклітинного вмісту,  

 Це веде до невідворотного запалення. 
 

СЛАЙД 6 –морфологічні картини апоптозу. 
 

Біохімічні критерії апоптозу 
 

В основному, біохімічні критерії апоптозу включають у себе: 
 
1) Зміни у структурі мембран, 
2) Зміни структури ДНК, 
3) Внутрішньоклітинна поява та переміщення певних білкових 

(апоптичних) факторів, та/або набуття ними активності. 
 

Будь-які з цих змін можливо використати для аналізу типу КЗ та у якості 
маркерів апоптозу, одначе їх треба інтерпретувати обережно, оскільки не всі 
клітини у культурі, in vitro, або in vivo гинуть за механізмом апоптозу 
одночасно. 

 
1) Інтактність клітинної мембрани - за апоптозу ПМ залишається 

інтактною упродовж тривалого періоду, а за некрозу її 
інтегративність і цілісність втрачається вже з перших хвилин. 
Апоптичні клітини у такому сенсі можна виявляти за допомогою 
профарбовуванням трипановим синім або йодидом пропідію – 
вони, як і звичайні живі клітини, не пропускають ці фарби. 

2) Екстерналізація фосфатидилсерину на зовнішню поверхню ПМ 
– дуже ранній та важливий показник, може бути важливим для 
впізнавання апоптичної клітини фагоцитами. 

3) Специфічний характер деградації ДНК - деградація ДНК за 
апоптозу проходить за специфічним типом, який називають 
міжнуклеосомним або олігонуклеосомним. Також часто може 
використовуватись у якості біохімічного маркеру апоптозу. 

 Спочатку формуються великі фрагменти довжиною від 
50000 до 300000 пар основ, 

 Потім формуються менші олігонуклеосомні фрагменти, 
які є кратними довжині нуклеосомної ДНК (приблизно 200 
п.о.), оскільки розриви ДНК спеціальними типами 
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апоптичних нуклеаз здійснюються якраз між 
нуклеосомами (в лінкерній ділянці), тому фрагментація 
такого типу називається міжнуклеосомною, гістони при 
цьому зберігають порівняну інтактність, 

 Така фрагментація на електрофореграмі ДНК 
виявляється у вигляді ”драбини” з «перекладинами» у 
місці розривів, тому отрнимала назву ladder pattern – 
драбинчаста поверхня. 

 
СЛАЙД 7 - приклади електрофореграм з ladder-pattern. 
 

 У випадку некрозу, ДНК з некротичної клітини не формує 
драбинку на електрофореграмі, а існує у вигляді 
подовженого безперервного пятна, оскільки деградація 
ДНК у цьому випадку відбувається одночасно з 
розщепленням гістонів та хаотично.  

 Одначе, варто відмітити, що у клітинних лініях, де відсутні 
фагоцити, ДНК з апоптичних клітин після 
олігонулеосомальної стадії фрагментації все ж таки у 
фіналі деградує на хаотичні фрагменти, схожі на ті, що 
утворюються за некрозу (очевидно, має місце явище 
вторинного некрозу). 

 Значення міжнуклеосомної фрагментації хроматину за 
апоптозу може пояснюватися двома причинами: 
o Інтактний та незапакований хроматин з апоптичної 

клітини займав би дуже багато місця, що заважало 
б сусіднім клітинам, 

o Розщеплена ДНК апоптичної клітини захоплюється 
живими сусідніми клітинами, що створює 
можливість інтеграції інкорпорованої ДНК у їх геном. 

 
4) Зміщення цитоплазматичного рН у кислу сторону, хоча до сих пір 

невідомою є причина такого зміщення. 
5) Зміна регуляції гомеостазу цитозольного кальцію. Показано 

лише для так званих кальцій-залежних форм апоптозу.  

 Як правило спостерігається як різке підвищення 
цитозольного, мітохондріального або ядерного рівня 
катіону, або як дисбаланс регуляції рівнів кальцію в 
клітині («кальцієві хвилі»).  

 Може виявлятися у порушенні функціонування 
кальцій-транспортних систем ПМ та інших мембран. 



13 

 

 Часто асоціюється зі структурно-функціональними 
порушеннями мітохондрій.  

 В деяких системах відбувається за індукції апоптозу, 
що пояснюється необхідністю кальцію для активації 
певних ферментів.  

 Далеко не у всіх клітинах підвищення концентрації 
кальцію є достатнім фактором для індукції апоптозу. 

6) Дисбаланс енергетичного постачання - рівень АТФ у клітині може 
визначати, чи піде клітина за шляхом апоптозу, або за шляхом 
некрозу. У деяких системах недостатність АТФ може інгібувати 
апоптоз і запускати некроз, навіть якщо спочатку певний стимул 
індукував апоптоз за даних умов. 

7) Зміни якісного та кількісного білкового складу клітини – тобто: 

 поява нових білкових факторів у цитозолі та 
органелах, 

 розщеплення певних білків у клітині, 

 перерозподіл кількостей білків, 

 обмежений протеоліз певних протеаз, 

 набуття активності певними ферментами, 

 переміщення білкових факторів у різні органели, 

 посилене убіквітинування. 
 
 

Основні відмінності між апоптозом та некрозом 
 

Таким чином основними рисами двох типів загибелі у порівняльному 
аспекті є такі. 

 
Апоптоз: 

 Може бути фізіологічним або патологічним, 

 Точковий та сфокусований, 

 Регульований та детермінований генетично, 

 Характеризується зменшенням розмірів клітин та органел 
(зморщування), 

 ПМ залишається інтактною майже до кінця процесу, 

 Органели залишаються інтактними, 

 Ядро піддається впорядкованій фрагментації, 

 Хроматин специфічним чином конденсується, 

 ДНК піддається міжнуклеосомному розщепленню, 

 Процес є АТФ-залежним,  

 Не супроводжується запаленням. 
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Некроз: 

 Може бути лише патологічним, 

 Масштабний та груповий, 

 Неконтрольваний та стохастичний, викликаний сильним 
стимулом, 

 Характеризуєтсья збільшенням розмірів клітин та органел 
(набухання), 

 ПМ дуже рано розривається, бар’єрна функція та проникність 
змінюються, 

 Органели втрачають свою структуру та структуру свої мембран, 

 Ядро піддається каріолізису, 

 Хроматин компактизується але залишається гетерогенним, 

 ДНК піддається стохастичному крупно масштабному 
розщепленню, 

 Процес не залежить від енергопостачання, 

 Супроводжується запаленням. 
 
 

Організація внутрішньоклітинних шляхів апоптозу 
 

Внутрішньоклітинні події ЗКЗ можуть бути розділені на різні рівні в 
залежності від клітинних елементів і процесів, що беруть у них участь.  

 
Насьогодні панує думка, що існує 2 основних класичних шляхи апоптозу: 
 

1. Зовнішній (рецепторний) шлях - запускається через приєднання 
лігандів КЗ до рецепторів КЗ, характерний, в основному, для 
фізіологічних шляхів апоптозу, 

2. Внутрішній (стресорний) шлях - активується у відповідь на стресорні 
чинники (окисний стрес, радіація, пошкодження ДНК, стрес мітохондрій, 
ЕР, тощо). У найбільш типовому вигляді, має у своєму проходженні так 
звану мітохондріальну фазу, яка характеризується: 

 втратою функціональної цілісності мітохондрій, що 
супроводжується роз’єднанням окислення та 
фосфорилювання, 

 підвищенням неселективної проникності 
мітохондріальних мембран,  

 вивільненням з мітохондрій необхідних апоптичних 
факторів. 
 

СЛАЙД 8 – порівняльна схема двох типів шляхів апоптозу. 
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Обидва щляхи апоптозу мають загальні риси, тому механізм апоптичної 

загибелі в цілому, незалежно від виду шляху, можна поділити на 4 основні 
фази:  

 

 Фаза ініціації – впізнавання апоптичного сигналу внаслідок дії 
стимулу, індукція початкових етапів апоптозу. 

 Фаза визначення – передача апоптичного сигналу всередині 
клітини та його модуляція певним набором білків, має значення 
також інтенсивність енергопостачання. Упродовж цієї фази 
вирішується доля клітини між виживанням та загибеллю.  

 Ефекторна фаза – ініціюється у випадку переважання дії 
проапоптичних факторів над антиапоптичними упродовж 
попередньої фази. Характеризується активацією так званих 
ефекторних або екзекутивних білків апоптозу. 

 Деградаційна фаза – проявляється результат подій ефекторної 
фази, тобто, конденсація та розщеплення клітинних компонентів. 
Клітинні протеази виходять на пік активності. Дана фаза 
закінчується формуванням апоптичних тілець. 

 
Насьогодні відомо, що у шляхах передачі, регуляції та реалізації 

апоптичного задіяно близько 200 факторів в основному білкової природи. 
Таким чином, апоптоз виступає одним з найскладніших біохімічних шляхів. 
 

СЛАЙДИ 9 та 10 – показують взаємозв’язок між не менш, ніж сотнею 
основних білкових факторів апоптозу та виживання. 
 
 
 

Тема 3. Фаза ініціації апоптозу та її основні елементи 
 
 

Клітинні сенсори стрессу та пошкодження 
 

Ціла низка сенсорів або рецепторів може індукувати відповідь клітини 
на пошкоджуючі фактори. Фінальний ефект фактора на клітину буде 
залежати від тих механізмів, які індукуються після сприйняття сенсором 
фактора, а отже, і від виду сенсора.  
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Прикладами таких сенсорів є: 
 

 Білки теплового шоку (HSP), що реагують на пошкодження інших 
білків, 

 Білки GADD45, що реагують на пошкодження ДНК, 

 Рецептори ростових факторів, серед них і рецептори загибелі, в 
ПМ, 

 Білок р53, 

 Фактори репарації ДНК, 

 АТМ або ATR (спеціалізовані кінази), 

 ДНК-полімераза ε. 
 
 

Рецептори ростових факторів 
 
Вони є мембранозв’язаними білками, що містять: 

1. зовнішньоклітинний домен, який виконує функцію взаємодії з 
лігандом,  

2. внутрішньоклітинний, що забезпечує запуск реакцій передачі 
сигналів. 

 
СЛАЙД 11 – приклади типових рецепторів ростових факторів. 
 
Ростові фактори є необхідними білками, що відповідають за: 

1. контроль росту,  
2. диференціацію,  
3. Індукцію загибелі,  
4. Певні функції клітин-мішеней.  

 
Наприклад, гематопоетичні клітини регулюються певними факторами, 

такими як: 
 

 Інтерлейкіни, 

 Інтерферони, 

 Колонієстимулюючі фактори, 

 Еритропоетин. 
 

Інші типи клітин регулюються наступними факторами: 
 

 Фактором стволових клітин (SCF), 

 Епідермальним ростовим фактором (EGF), 

 Нервовим ростовим фактором (NGF). 
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Багато клітин та клітинних ліній потребують для виживання постійної 

присутності цих факторів, оскільки було описано дуже багато випадків, коли 
спеціальне позбавлення їх призводило до апоптозу. 

 
 

Рецептори клітинної загибелі 
 

Рецептори клітинної загибелі (СDR) – надомолекулярні комплекси, 
розташовані у ПМ, які, за умови приєднання специфічного ліганду клітинної 
загибелі (CDL), запускають рецепторний (зовнішній) шлях апоптозу. 

Дані рецептори КЗ належать до родини рецепторів факторів росту, 
найвідомішими з них є два:  

1) Рецептор до фактору росту пухлин TNFα (TNFR) – належить 
до підродини факторів росту нервової тканини (NGF).  

2) Рецептор до ліганду FasL (FasR). 
 

CЛАЙДИ 12 та 13 – приклади структури даних рецепторів. 
 

Родина рецепторів факторів росту (GFR) відіграє свою роль не лише у 
запуску клітинної загибелі, а також у: 

a. диференціації,  
b. проліферації,  
c. регуляції еспресії генів,  
d. регуляції активності імунних клітин. 

  
СЛАЙД 10 – приклади шляхів виживання через дані рецептори. 
 
CЛАЙД 14 – приклади рецепторів родини GFR. 
 
CЛАЙД 15 – вісім відомих на сьогодні підродин апоптичних рецепторів DR. 
 

Основними особливостями будови цих рецепторів є: 
 

 кожен з них є мембранним білком-рецептором першого типу, 

 кожен має у зовнішньоклітинному домені від двох до шести 
повторюваних послідовностей довжиною приблизно по 40 АК, 
які містять принаймні по 6 цистеїнів на послідовність,  

 присутність у їх складі спеціального домену загибелі (DD) 
довжиною приблизно 80 АК з внутрішньоклітинного боку - 
першими рецепторами, у яких було виявлено цей домен, були 
TNFR1 та FasR.  
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CЛАЙД 16 – схема організації функціональних доменів даних рецепторів. 
 
 

Характер взаємодії між компонентами DISC 
 
Регіон DD у таких рецепторах здатен самоолігомеризуватися, тому було 

запропоновано, що білки, які містять цей регіон можуть приєднуватися один 
до одного за своїми місцями розташування DD, тобто можливими є дві 
ситуації:  

1. олігомеризація сусідніх рецепторних комплексів за доменом DD, 
2. приєднання інших білкових факторів за доменом DD.  

 
Пізніше було показано, що після приєднання ліганду до рецептора 

дійсно відбувається: 
1. олігомеризація (гомотримеризація) між собою активних 

рецепторів за DD,  
2. приєднання за DD місцем інших сигнальних молекул. 

 Наприклад, FasR зразу після активації приєднанням до нього Fas-
ліганду, формує гомотримерний рецепторний комплекс, та 
приєднує білковий фактор FADD (Fas-асоційований білок, що також 
містить DD).  

 Схожа картина спостерігається за активації рецептора TNF – тут 
також відбувається приєднання білка за DD, але це вже 2 білки: 

o FADD, 
o TRADD (TNFR1-асоційований білок).  

 
Після приєднання ще декількох адапторних факторів, а також 

неактивного гетеротетрамеру апоптичної протеази (найчастіше це каспаза 8 
або 10), на внутрішній частині рецептора. утворення так званого 
надмолекулярного комплекса індукції КЗ (DISC), в якому відбувається 
активація каспаз для ініцііації внутрішньоклітинної трансдукції апоптичного 
сигналу. 
 
CЛАЙДИ 12 та 13 –приклади структури DISC. 

 
Варто відмітити, що ліганди КЗ можуть також взаємодіяти з так званими         

рецепторами-обманками (DcRs), які називаються так, тому що не містять DD, 
але зберігають повну гомологію до справжніх рецепторів КЗ у 
зовнішньоклітинній своїй частині. Таким чином, у цьому випадку сигнальні 
комплекси не формуються і апоптоз не розвивається.  

 
СЛАЙД 16 
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СЛАЙД 17 – приклади 4 типів рецепторів-«обманок» DcR.  
 
 

Типи сигнальних комплексів 
 
Існує загалом 2 основних типи DISC: 
 

1. DISC-комплекси типу І (СD95-тип, фаддосома), які формуються за 
умов активації рецепторів CD95, TRAILR1 та TRAILR2 , 

2. DISC-комплекси типу ІІ (TNFR-тип, траддосома), що формуються 
на рецепторах TNFR1, DR3, DR6 та EDAR. 
 

 
Особливості DISC типу І 

 
СЛАЙД 18 – складові DISC І типу. 
  
СЛАЙД 13 – приклад DISC І типу. 
 

Взаємодії між компонентами комплексу базуються на парних 
гомодимерних контактах між певними визначеними ділянками 
компонентів комплексу:  

 DD рецептора взаємодіє з ділянкою DD на FADD,  

 N-термінальний тандем двох ізоформ ініціаторної прокаспази 8 (у 
гетеротетрамері), приєднується до іншого домену FADD – так 
званого ефекторного домену смерті (DED), приєднання 
відбувається через власний DED гетеротетрамеру каспаз.  

 Таким же чином можливе приєднання доменів DED 
гетеротетрамеру ініціаторної прокаспази 10, 

 За доменом DED у складі FADD можливим також є приєднання білку 
інгібування активації каспаз с-FLIPL/S. 
 

Основною задачею формування DISC-комплексів першого типу є 
подальша передача апоптичного сигналу всередину клітини через активацію 
ініціаторної каспази 8, що являє собою про-форму цистеїнової протеази 
(може відбутися також активація прокаспази 10). 
  

Активація прокаспази 8 відбувається, очевидно, за рахунок індукуючого 
наближення:  

 Рецептори за рахунок DISC локально створюють високі 
концентрації прокаспази 8,  
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 Це призводить до автопротеолітичної активації, яка виявляється у 
двохступеневому процесі розщеплення неактивного 
гетеротетрамеру каспаз.  

 Результатом даного процесу є формування активного 
гетеротетрамера (гомодимера) каспази 8, що містить: 

o дві великі субодиниці p10, 
o дві малі субодиниці p18. 

 Активний гетеротример каспази 8 вивільнюється у цитозоль. 
 

Насьогодні точаться суперечки з приводу того, чи може апоптичний 
сигнал передаватися через активацію лише каспази 10 за відсутності каспази 
8. Точна роль каспази 10, як ініціаторної, поки що точно не встановлена. 
 

Білкові фактори FLIPL та FLIPS інгібують процес активації прокаспази 8 у 
DISC шляхом блокування протеолітичних розщеплень гетеротетрамеру.  

Відомо, що FLIPL також полегшує розщеплення прокаспази 8 у DISC, 
формуючи неактивні гетеродимери FLIPL/прокаспаза 8. 

Окрім зазначених обов’язкових компонентів DISC, була ідентифікована 
ціла низка молекул, яка може взаємодіяти з DISC-білками. Роль таких білків 
поки що вивчена не до кінця. 

 
СЛАЙД 19 – приклади таких білків. 
 
Передача сигналу через DISC І типу ініціює два основні види сигнальних 

механізмів, тому клітини в яких проходять дані механізми, діляться на два 
основні типи: 

 
1) Клітини типу І – експресують достатню кількість прокаспази 

8 та компонентів DISC, щоб забезпечити достатньо активної 
каспази для подальших процесів передачі сигналу (активації 
ефекторних каспаз), 

2) Клітини типу ІІ -  екпресують менші кількості DISC та 
ініціаторних прокаспаз 8 та 10, тому для передачі сигналу 
потрібна додаткова посилююча петля у вигляді одного з 
білків родини Bcl-2 – Bid: 

o каспаза 8, що активувалася в DІSC, здійснює 
обмежений протеоліз Bid з утворенням його 
вкороченої форми - tBid.  

o tBid переміщується до мітохондрії, де розщеплює 
кардіоліпін і призводить до вивільнення з неї 
цитохрому с.  
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o Цитохром с  разом з іншими білковими факторами 
формує апоптосому у цитозолі. 

o В апоптосомі відбувається активація додаткових 
кількостей ініціаторної каспази 9. 

o Такий сигнальний шлях може бути заблокований 
антиапоптичними білками родини Bcl-2 – Bcl-2 та 
Bcl-XL. 
 

СЛАЙД 20 – схематичне представлення взаємозв’язку двох альтернативних 
шляхів передачі апоптичного сигналу. 
 
 

Особливості DISC типу ІІ 
 

СЛАЙД 21 – складові DISC ІІ типу. 
 

Комплекс типу ІІ може існувати у двох основних видах (причому є 
можливість знаходження обох видів у одній клітині): 

1) Рецепторний комплекс виду І - знаходиться у ПМ, тому поки що не 
містить трьох останніх компонентів, і слугує для інших, 
«неапоптичних», цілей, наприклад: 

 «запускає» MAPK- та JNK-каскади передачі сигналу, 

 регулює утворення цитокінів, 

 контролює вироблення молекул адгезії, 

 впливає на утворення АФК та NO, 

 контролює процеси запалення. 
 

2) Рецепторний комплекс виду ІІ (власне траддосома) - формується з 
комплексу  DISC І, коли рецептор приєднує  апоптичний ліганд TNFα. 
Тоді даний рецепторний комплекс транслокується з ПМ у цитозоль, 
де до нього приєднуються: 

1. Білки FADD,  
2. Гетеротетрамери прокаспази 8/10, 
3. Гетеротетрамер прокаспази 2 (поки що гіпотетично),  
4. Білки FLIPL/S.  

 
Активація каспази 8 відбувається саме у  повністю зібраній траддосомі. 

 
СЛАЙД 22 – схема активації DISC ІІ типу. 

 
У даному випадку ініціація апоптозу, а, отже, і вирішення долі клітини 

залежить від: 
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 ефективності та частоти формування комплексу DISC виду ІІ 
(траддосоми),  

 кількості активованої каспази 8, 

 активності білків FLIP, які блокують активацію прокаспази 8. 
  
Необхідною умовою утворення DISC-комплексу та передачі 

апоптичного сигналу з рецептора КЗ всередину клітини є присутність FADD як 
адапторного білку, та прокаспаз, що згодом перетворяться на активні 
гетеротетрамери.  

 Виявлено, наприклад, що організми з виключеними генами FADD 
та/або каспази 8 є резистентними і до Fas, і до TNFα.  

 Одначе FADD не може прямо приєднуватись до TNFR, а робить це 
лише через TRADD, а, вірніше, через його DED-домен. 

 Той факт, що і кількість рецепторів, і кількість лігандів 
регульована, говорить про те, що Fas-ліганд та TNFα можуть бути 
залученими до регуляції апоптозу не лише на ініціюючому, а й на 
вирішальному рівні, оксільки кількість рецепторів і лігандів у 
кожен окремий момент також є визначальною для вибору шляху 
загибелі або виживання. 

 
 

Ініціююча фаза внутрішнього (стресорного) шляху апоптозу 
 

Дана фаза вивчена набагато менше, ніж для рецепторного типу 
апоптичної загибелі.  

Це пов’язано з: 

 великою кількістю стресорних стимулів,  

 численністю механізмів, через які стресорні стимули здатні 
викликати апоптоз, 

Таким чином, існує невизначеність щодо точного механізму ініціації та 
передачі сигналу до мітохондрії відповідно до кожного з видів стимулів.  

Якщо брати у якості пошкоджуючого стресорного стимулу, наприклад, 
іонізуючу радіацію, яка, як відомо, призводить до розривів ДНК, або якісь 
хімічні аналоги дії опромінення (цисплатин, етопозид), то, якщо утворені 
розриви не піддаються репарації, запускається стресорний апоптоз, 
основними елементами шляху якого будуть: 

1. Кіназа АТМ або ATR, яка впізнає пошкодження, та фосфорилює 
певні білки, 

2. Білок р53, який знаходиться серед субстратів даних кіназ, тому 
набуває активності через фосфорилювання та приєднується до 
пошкодженої ділянки ДНК, 
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3. Білки PIDD (аналог адапторних білків з доменом DD) та PUMAα 
(проапоптичний член родини Вcl-2), 

4. «Піддосома», яка формується у цитозолі з білків PIDD та копій 
прокаспази 2, де відбувається активація каспази 2, 

5. Каспаза 2, яка допомагає вивільняти проапоптичні фактори 
(цитохром с та AIF) з мітохондрії у цитозоль, та, таким чином, 
сприяє утворенню «апоптосоми» (через вивільнення цитохрому с) 
та активації каспази 9, 

6. AIF, який опосередковує каспазо-незалежний апоптоз, 
7. Комплекс PUMA/Вcl-XL, який інактивує антиапоптичний білок    Вcl-

XL та дає можливість проапоптичному білку Вax формувати пори у 
мітохондріальній мембрані, 

8. Каспаза 9, яка, разом з каспазою 2, активує ефекторні каспази. 
 
СЛАЙД 23 – схема активації нерепцепторного апоптозу в результаті впливу 
цисплатину. 
 
 
 

Тема 4. Основні елементи фази визначення. Білки Bcl  
 
 

Родина білків Bcl - основна характеристика 
 

Bcl-2 – продукт протоонкогену, білок антиапоптичної дії, який першим 
був виявлений серед цілої родини споріднених про- та антиапоптичних 
білків.  

Вперше Bcl-2 було виявлено у пацієнтів з лімфомою B-клітин, чиї 
пухлинні клітини в ході генної рекомбінації транслокують у кластери 
послідовності, що містять Bcl-2-кодуючий регіон з 18-тої хромосоми, під 
контролем енхансера гена 5’-IgH, на 14-ту хромосому, що призводить до 
значно посиленої експресії дикого типу Bcl-2. 

 

 Біологічна функція Bcl-2 була відкрита декількома роками пізніше, 
коли було показано, що залежні від інтерлейкіну-3 гематопоетичні 
клітинні лінії з посиленою експресією Bcl-2 виживали за відсутності 
вищезазначеного ростового фактору.  

 Було підтверджено, що Bcl-2 здатен інгібувати ЗКЗ, викликану 
багатьма цитотоксичними стимулами, а не індукувати 
проліферацію, як це відомо для інших протоонкогенів. 

 До того ж, останнім часом показано, що Bcl-2 відіграє певну роль у 
регуляції клітинного циклу, затримуючи вхід у клітинний цикл 
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нерухливих Go клітин та забезпечуючи вихід проліферуючих 
клітин у Go за умов стресу. Фізіологічний сенс такої функції поки що 
невідомий. 

 
Фізіологічну роль Bcl-2 тестували на Bcl-2-нокаутних мишах – були 

показані випадки нетипової загибелі лімфоцитів та ниркових клітин. Це 
спричинило прогресивний імунодефіцит, ниркову недостатність та 
гіпоплазію, поліцистичну хворобу нирок у віці 3-5 тижнів.  

Отже, було зроблено висновок, що Bcl-2 відіграє значну роль для 
виживання клітин деяких живих тканин, що підтверджується еволюційною 
консервативністю цього білка - Bcl-2 ссавців та інгібуючий КЗ білок ced-9 з 
нематоди C. Elegans мають дуже близьку структурну та функціональну 
гомологію, подібні білки-аналоги були знайдені також у птахів, амфібій та 
вірусів. 

 
Майже всі члени родини були ізольовані та вивчені на основі їх здатноcті 

взаємодіяти з Bcl-2.  
 
 

Будова та класифікація білків родини Bcl 
 

За будовою члени родини Bcl-2 є невеликими простими білками, що 
мають молекулярну масу близько 25 кДа та містять, на прикладі Bcl-2, 
починаючи з N-кінця, наступні домени: 

1) BH4, 
2) BH3, 
3) BH1, 
4) BH2, 
5) TM. 

 
CЛАЙД 26 – Стуктурна організація доменів білків родини Bcl.  

 
Існує дві основні системи класифікації білків родини. 
 
За функціональним значенням: 

1. Антиапоптичні, 
2. Проапоптичні. 

 
СЛАЙД 24 – анти- та проапоптичні члени родини Bcl. 

 
За гомологією будови: 
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1. Підродина Bcl-2 (Bcl-2 Bcl-XL та Bcl-w) – всі члени мають 
антиапоптичну дію, гомологічні за будовою за всіма чотирма 
доменами структури – від BH-1 до BH-4. 

2. Підродина Bax (Bax та Bak) - збігаються за послідовностями у 
регіонах BH1- BH3, але не мають домена BH4. Всі члени 
підродини – проапоптичні фактори. 

3. Підродина Bik (Bid та Bik) - мають гомологію лише за 
доменом BH3, який є у них єдиним, тому мають іншу назву – 
BH3-білки, всі члени підродини – пропапотичні. 

 
СЛАЙДИ 25 та 26  – класифікація білків Bcl за підродинами. 
 
СЛАЙД 27 – розподіл членів родини Bcl за видами організмів. 
 
 

Особливості взаємодії між білками родини Bcl 
 

Майже всі з білків родини Bcl здатні до утворення  гомо- та 
гетеродимерів, що може бути важливим для проявлення ними біологічної 
активності.  

o Утворення гомодимерів відбувається між білками 
однієї функціональної направленості (наприклад, 
Bax/Bax Bak/Bax, Bcl-2/Bcl-2), і, як правило, має 
активуючий характер, 

o Утворення гетеродимерів, як правило, включає в себе 
зв’язування одного про- з одним антиапоптичним 
білком  (різна направленість активностей) через 
введення BH3-регіону проапоптичного білка у 
гідрофобну кишеню, утворену доменами BH1-BH3 
антиапоптичного білка (наприклад, Puma/Bcl-XL, Bcl-
2/Bax). Таке зв’язування, як правило, інгібує один з 
білків пари, тому загальний ефект може бути або 
про-, або антиапоптичним. 

 
Отже, як видно зі структурної гомології членів родини: 

 Домен BH3 є критично необхідним для пропапоптичної активності 
білків родини,  

 Домен BH4 є критично необхідним для антиапоптичної активності 
білків родини. 
 

Так, заміна регіону BH3 в Bcl-2 на такий же регіон з Bax перетворює Bcl-
2 з антагоніста на агоніст КЗ. 
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Відомо також, що вплив Bcl-2 та інших членів родини на вирішальну 

фазу апоптозу виявляється також і через незалежні від гетеродимерізації 
функції білків родини. 
  
 

Функції та властивості білків родини Bcl-2 
 

Найперша і головна функція даних білків – через димеризацію у різних 
варіантах забезпечення реалізації вибору між виживанням та загибеллю 
клітини. 

Співвідношення кількостей Bcl-2/Bax у окремому типі клітин є 
детермінованим і виступає мірою чутливості данного типу до клітинної 
загибелі: 

1) якщо кількість Bcl-2 переважає, тобто 
співвідношення є більшим за одиницю, утворені 
гетеродимери Bcl-2 з проапоптичним білками 
здатні блокувати загибель, збільшуючи шанси 
клітини вижити,  

2) якщо кількість Bax переважає, тобто, 
співвідношення є меншим за одиницю, тоді 
утворюються гомодимери проапоптичних білків, 
і ймовірність загибелі клітини зростає. 
 

Властивості білків родини: 
 

1) Білки родини, особливо Bcl-2, Bcl-XL та Bax, здатні трансокуватися та 
вбудовуватися у мембрани клітинних органел. 

2) Структура Bcl-2 дозволяє його димерам формувати пори або канали під 
час вбудовування у мембрану. Було показано, що Bcl-2, Bcl-XL та Bax 
можуть формувати канали у синтетичних ліпідних мембранах.  

3) Структура Bcl-XL нагадує пореформуючі домени бактеріальних токсинів 
та коліцинів. 

4) Bcl-2 та Bcl-XL формують канали за нефізіологічних умов, в той час як 
Bax утворює пори за нейтральних умов за невеликого надлишку йонів 
Cl. Оскільки Bax у гомодимері здатен формувати канали за 
нейтрального значення рН, він або інші проапоптичні члени родини (за 
виключенням BH3-білків) можуть виявляти свою активність, утворюючи 
канали in vivo та порушуючи, таким чином, йонний гомеостаз, а Bcl-2 та 
Bcl-XL у цей час формують гетеродимери з Bax, і служать йому 
антагоністами. 
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Основні функції білків родини безпосередньо пов’язано з мітохондрією: 
 

 Гомо- та гетеродимери білків родини Bcl-2 (особливо це характерно 
для власне Bcl-2, Bak та Bax) здатні вбудовуватись у мембрани 
мітохондрій.  

 У мітохондріальних мембранах, наприклад, білки Bcl-2, Bax та Bak 
здатні формувати пори. Вважається, що через дані пори може 
транспортуватися ціла низка білкових речовин, серед них і 
апоптичні фактори (AIF, цитохром с). Наприклад, Bcl-2 блокує 
вивільнення цитохрому с та AIF з мітохондрій у цитозоль. 

 Білки родини, після вбудовування в мітохондріальну мембрану, 
можуть приймати участь у регуляції активації каспаз, як правило, 
пригнічуючи цей процес. 

 Виявлено, що дані білки можуть відігравати роль у здійсненні або 
регуляції транспорту речовин через мітохондріальні мембрани, 
регуляції градієнтів через контроль мембранного транспорту 
катіонів. 

 Виявлено, що дані білки приймають участь у попередженні 
неселективної проникності мітохондріальних мембран, якимось 
поки що невідомим чином запобігаючи втраті мембранного 
потенціалу та блокуючи відкриття неселективних пор. 
 

СЛАЙД 28 – схема функцій білків родини у мітохондріях. 
 

Окрім інгібування виходу цитохрому с з мітохондрії (опосередковане 
блокування активації каспази 9), Bcl-2 здатен через Apaf-1 (один з факторів, що 
складають апоптосому) приєднуватись до прокаспаз, пригнічуючи, таким 
чином, їх активацію (імобілізація каспаз). Виявлено, що Bcl-XL непрямо 
здатен взаємодіяти і з прокаспазою 8, і з комплексом прокаспаза 9/Apaf-1 у 
складі апоптосоми, пригнічуючи, таким чином, активацію прокаспаз.  

 
СЛАЙД 29 – роль Bcl-2 у інгібуванні активності каспаз. 
 

Bcl-2 здатен локалізуватися також у мембрани ЕР та ядра та здійснювати 
там антиапоптичні функції. В мембранах ЕР Bcl-2 реалізує цю функцію, 
очевидно, через імммобілізацію каспаз шляхом приєднання до каспази 8 
через білок p28Bap30. 

 
СЛАЙД 30 – можливі ролі Bcl-2 у клітині. 
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Регуляція активності членів родини Bcl 
 

Існує декілька відомих насьогодні механізмів регуляції функціонування 
білків родини Bcl-2: 
 
1) Регуляція через BH3-домен – майже всі білки родини, що мають 

антиапоптичну, та виключно всі, які мають проапоптичну дію, містять у 
своєму складі домен BH3, та більшість з них гомологічна за послідовністю 
BH3. Підродина білків BH3-only (або BH3-білки) має особливо високу 
ступінь гомології за послідовністю цього домену.  

 Беручи до уваги ці факти, можна зробити висновок, що саме 
цей домен є основним під час контролю димеризації, а, 
отже, і регуляції активності даних білків.  

 Як ми вже згадували, проапоптичні Bax та Bak мають 
гомологію за BH3-доменом з антиапоптичним Bcl-2. Таким 
чином, формуючи димери з останнім та іншими членами 
родини за доменом BH3, Bax/Bak можуть змінювати 
конформацію Bcl-2 та інших білків на проапоптичну, або 
навпаки – гетеродимерізація призводить до інгібування 
однієї з активностей. 

 Було, наприклад, показано, що один з ВН3-білків, Bid для 
проявлення проапоптичної активності повинен 
приєднатися саме до Bax, а не до Bcl-2. Гомодимеризація 
через BH3-домен сприяє активності. 

 
2) Регуляція активності проапоптичних членів родини. 

 Bad. Цей білок, як правило, знаходиться у цитоплазмі та 
фосфорилюється кіназами АКТ-шляху.  

o Фосфорильований Bad втрачає спорідненість до Bcl-
XL, з яким він димеризований за умов норми, щоб 
виключити проявлення антиапоптичних 
властивостей властивостей Bcl-XL, зате отримує 
спорідненість до цитоплазматичного білку 14-3-3. 

o  Тобто, за даних умов він від’єднується від Bcl-XL, 
який, у свою чергу, отримує можливість проявлення 
антиапоптичної дії.  

o Тобто такі події сприяють виживанню клітини.  
o За умови відсутності факторів виживання Bad не 

фосфорилюється, що залишає його у димері з 
інактивованим Bcl-XL. 

 Bax. У нормі існує і у цитоплазмі, і у мітохондріях. 
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o Активація відбувається за рахунок переміщення 
цитоплазматичної фракції мономерів цього білку до 
мітохондріальних мембран і формуванням 
гомодимерів, а також здійснення подальших 
конформаційних змін.  

o Активований Bax приймає участь у мітохондріальній 
стадії апоптозу.  

o Bcl-2 пригнічує активацію Bax через формування 
димерів. 

o Bax, в той же час пригнічує антиапоптичну активність 
Bcl-XL знову ж таки, через формування димерів.  

o Димерізація Bax, як вважається, може включати у 
себе стадію попереднього фосфорювання. 

 Bid. Знаходиться у цитозолі за умов норми. 
o Активація Bid проходить шляхом обмеженого 

протеолізу, що здійснюється каспазами 8 та, 
можливо, 2.  

o Розщелпений каспазою Bid до вкороченої активної 
форми tBid та транслокується до мітохондрії, де 
сприяє вивільненню цитохрому с у цитозоль. 

o Обмежений протеоліз можливий також і для інших 
BH3-білків. 

 
СЛАЙД 20 – роль Bid у апотичному процесі. 
 
3) Регуляція активності антиапоптичних членів родини Bcl-2. 

 Регуляція фосфорилюванням. Фосфорилювання 
відбуваєтсья за сериновими або треоніновими залишками 
та є характерним для Bcl-2.  

o Гіперфосфорилювання цього білку (що виявляється за 
умови дії деяких пошкоджуючих мікротрубочки 
синтетичних речовин – паклітакселю, вінкрістину) 
призводить до блокування його антиапоптичних 
функцій, тому що Bcl-2 у такому стані втрачає 
можливість формувати димери з Bax.  

o Обмежене фосфорилювання Bcl-2, наприклад, за 
залишком Ser-70 є, навпаки, необхідним для 
проявлення цим білком антиапоптичної активності. 

 Регуляція протеолізом. Активність Bcl-2 та Bcl-XL може 
регулюватися розщепленням їх каспазами.  
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o Таке розщеплення, як правило, знижує 
антиапоптичну активність та збільшує пропапоптичні 
властивості цих білків. 

 

 Регуляція через зв’язування з неродинними 
регуляторними білками. Є характерною, в основному, для 
Bcl-2. 

o Існує цілий ряд білків, які не входять до родини Bcl-2 
але є регуляторними для Bcl-2, через можливість 
зв’язування з останнім.  

o Ефекти такої регуляції можуть бути різними в 
залежності від виду білку. 
 

СЛАЙД 31 – приклади даних білків з можливими ефектами зв‘язування. 
  

o Серед цих білків SMN є єдиним, що має відношення 
до патогенезу хвороб людини.  

o Недостатність активного SMN за рахунок мутації або 
видалення цілого гену, має місце у випадку 
спиномускулярної атрофії, що характеризується 
дегенеративними процесами у нижчих моторних 
нейронах.  

o Bag-1 - приймає участь у функціонуванні шаперонних 
систем. 

o Bag-1 та Raf-1 - приєднуються до N-термінального 
регіону Bcl-2 через BH4-домен. 

o BI-1 - було ідентифіковано як репресор 
опосередкованого через Bax апоптозу. Даний білок 
здатен приєднуватись до Bcl-2 та посилювати його 
антиапоптичну активність. 

 
СЛАЙД 32 – спрощена схема основних шляхів регуляції білків родини. 
 
СЛАЙД 33 – загальна схема функціональних та регуляторних подій за 

участю білків родини Bcl. 
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Тема 5 Основні елементи фази визначення. Супресор пухлин р53 

 
 

Будова та функціональні домени 
 
р53, або, як його іноді називають ТР53, є мультифункціональним 

продуктом гену, який відноситься до генів супресорів пухлин. 
 
У багатьох формах раку людини, ген спеціального білку р53 часто 

виявляється у зміненому стані: 

 один з алелей данного гену є перебудованим або взагалі 
відсутнім,  

 інший алель має місенс-мутацію у деяких ключових місцях локуса.  

 Таким чином у більшості пухлинних клітин відбувається експресія 
мутантного р53. 

 
р53 являє собою фосфопротеїн і є транскрипційним фактором, тобто, 

здатен специфічно, за певною послідовністю, зв’язуватися з ДНК клітини та 
слугувати енхансером або сайленсером певних генів-мішеней. 
 

За будовою р53 складається з: 
  

1. двох трансактивуючих доменів, розташованих з N-кінця, 
2. регіону, багатого на пролін, що зветься регіоном регуляції 

росту, 
3. центрального домену, за яким відбувається приєднання до 

ДНК, 
4. домену ядерної локалізації та тетрамеризації, за яким 

відбувається також негативна регуляція активності р53, такий 
домен розташований з С-кінця молекули. 
 

СЛАЙД 34 – схематична будова р53. 
 

Найбільший інтерес являють собою: 
 
1) пролін-багатий домен (АК 63-92 з N-кінця),  
2) С-кінцевий основний регіон (АК 363-393).  

 
Показано, що саме ці ділянки відповідають за індукцію зупинки росту та 

апоптоз.  
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 Обидва N-кінцевий трансактивуючий домен та багатий на пролін 
домен є необхідними для індукції пропапоптичних генів або 
блокування антиапоптичних.  

 Мінімальним репресорним доменом для транскрипції вважається 
регіон з АК з 339 по 346.  

 Показано також, що N-кінець р53 контролює приєднання 
останнього до ДНК та його дисоціацію.  

 
 

Контроль стабільності та регуляція активності р53 
 
Основним регулятором активності р53 є один з продуктів 

контрольованого останнім гену Hdm2/Mdm2, білок Mdm2,  що 
характеризується мультиспорідненістю та має дві форми: 

 

 р76Mdm2, 441 АК, 

 р90Mdm2, 491 АК. 
 
СЛАЙД 35 – структура гену Hdm2/Мdm2 та двох форм продуктів, які з 

нього походять. 
 
СЛАЙД 36 – структура р90Mdm2 з індикацією сайтів фосфорилювання, а 

також місць приєднання білків. 
 
Виділяють наступні функції цього білку: 
 

1) Забезпечення стабільності структури р53, 
2) Регуляція транскрипційної функції р53 у нормі, 
3) У випадку р90Mdm2 - інгібування активності р53 у якості 

регуляторного елементу зворотнього зв’язку, 
4) У випадку р76Mdm2 – активація р53, 
5) Контроль деградації р53 за протеасомальним механізмом, 
6) Забезпечення транспорту р53 з ядра у цитозоль шляхом 

приєднання до нього, 
7) Виконання функції убіквітин-залежної білкової лігази для 

себе та р53. 
 

СЛАЙДИ 37 та 38 – схеми регуляторних зв’язків між Mdm2 та p53 за умов 
норми та дії стресорного/пошкоджуючого стимулу відповідно. 
 

Іншими факторами, що забезпечують стабільність р53, є: 
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1) Білки Hdm2 (варіант білку Mdm2 у людини або мурчака) 
та Hdm4 (варіант Mdm2 лише у мишей), що посилює 
деградацію р53 у нейробластомах, 
 

СЛАЙД 39 – структурна організація генів Hdm2 та Hdm4 та їх продуктів. 
 

2) Білок TAF(II)31, що конкурує з Mdm2 за місце 
приєднання на N-кінці р53, підвищуючи стабільність р53 
та його транскрипційну активність, 

3) NADH-хінон-оксидоредуктаза-1 (NQO-1) - є 
транскрипційною мішенню р53 та стабілізує його 
структуру, 

4) Білок ARF – його експресія виявляється лише за 
стресорних умов, даний білок приєднується до Mdm2 у 
ядрі, що призводить до дисоціації комплексу Mdm2/р53 
та активації р53, 

5) Фосфорилювання р53 – відбувається за залишком 
треоніну-81 за рахунок дії кінази JNK, яка активується у 
відповідь на стрес. Така модифікація стабілізує р53 та 
збільшує його транскрипційну активність.  

6) Фосфорилювання регуляторних білків – 
фосфорилювання серину-15 у N-термінальній частині 
білка NES призодить до блокування ядерного транспорту 
р53 цим білком. 
 

СЛАЙД 40 та 41 – загальні схеми регуляції активності р53. 
 

 
Апоптичні функції р53 

 
1) Контроль чекпойнтів клітинного циклу – р53 здатен: 

a.  Переводити клітину у фазу Go клітинного циклу за нормальних 
умов,  

b. Зупиняти клітинний цикл (cell cycle arrest) у фазі G1 або G2/M  
за умови стресу для проходження репараційних процесів або 
для запуску апоптозу. 

 
СЛАЙД 42 – загальна схема участі р53 у регуляції певних клітинних 

функцій. 
 
СЛАЙД 43 – більш детальна схема  такої регуляції. 
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2) Запуск апоптозу -  відбувається, в основному, у відповідь на 
нерепаровані пошкодження ДНК. 

a. Відомо, що не всі індуктори апоптозу і не у всіх типах клітин 
потребують р53 для запуску клітинної загибелі.  

b. Наприклад, апоптоз B-лімфоцитів, тимоцитів, клітин 
інтестинального епітелію, викликана радіацією у низьких 
дозах, є залежною від р53. 

c. Апоптоз тимоцитів та попередників B-клітин, викликаний 
глюкокортикоїдами або кальцієвими іонофорами, не 
залежить від активності цього білка. 

 
3) Функція транскрипційного фактора. Транскрипційними мішенями 

р53 у контролі клітинного циклу, запуску апоптозу, ангіогенезі, запуску 
репарації ДНК є гени цілої низки білків. 
 

СЛАЙД 44 – приклади білків, гени яких є мішеннями для р53. 
 

Крім того, р53 націлено і на регуляцію експресії лігандів та 
рецепторів клітинної загибелі і їх «обманок», таких як: 

a. DR1 – FasR/APO-1,  
b. DR5 – KILLER,  
c. DcR1 - TRAILR3, 
d.  DcR2 - TRAILR4. 

 
Також р53 регулює експресію декількох мітохондріальних білків. 
Серед них: 

  
o Проапоптичні Bax, Noxa, AIP1, PUMA, 
o Антиапоптичний Bcl-XL. 

4) Активація каспаз – останнім часом було показано, що активований 
р53 може приймати участь у прямій активації кас пази 8. Одначе 
механізм такого явища поки що не вивчений у достатній мірі. 
 
 

Енергетичний статус клітини, як елемент фази визначення 
 

Рівень внутрішньоклітинного АТФ є важливою детемінантою 
вирішальної фази та типу КЗ.  

 Різке зниження рівня АТФ до мінімуму, як правило, призводить до 
некрозу клітин. 

  Було показано, що інгібування гліколізу та мітохондріальної 
продукції АТФ повністю блокує індукцію апоптозу за рецепторним 
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шляхом внаслідок дії FasL, а також апоптичної загибелі, індукованої 
етопозидом, дексаметазоном, кальцієвими іонофорами.  

 Деякі форми апоптозу, викликані певними токсикантами у 
випадку нестачі енергопостачання можуть переходити з 
апоптичної у некротичну форму.  

 До того ж, деякі форми некрозу (наприклад, викликаний 
ціанідом) інгібуються оверекспресією Bcl-2 або інгібіторами 
каспаз. 

 
Такі факти дозволяють зробити висновок, що апоптоз і некроз на 

вирішальній фазі не є повністю відокремленими шляхами: 
1) апоптоз може супроводжуватися явищами вторинного некрозу, 
2) початковий некроз, у випадку достатнього енергопостачання, може 

переходити у апоптоз,  
3) перехід типів КЗ залежить виключно від інтенсивності та часу дії 

чинника, та від умов, в яких знаходиться клітина. 
 
 
 

Тема 6. Елементи ефекторної фази апоптозу. Каспази та інші 
апоптичні протеази 

 
 

Загальна характеристика каспаз 
 

Каспази – найбільш відомий та головний тип цистеїнових протеаз (ICE-
протеаз), що поруч з нішими ферментами даного типу (серинові протеази, 
кальпаїни, протеасоми) приймають участь у апоптичному процесі, а також у 
інших процесах (наприклад, запалення).  

 
 

 Назва каспаз походить від субстратної специфічності цих 
ферментів: 

1) вони мають залишок цистеїну у активному центрі, за допомогою 
цього залишку здійснюється розщеплення пептидного зв’язку,  

2) вони потребують для розщеплення субстрату залишку аспартату в 
останньому на попередній перед зв’язком позиції (C-asp-ase). 
 

 В літературі каспази нумеруються (від 1 до 14). Як і більшість 
зимогенів, каспази існують в неактивній формі у стані спокою та 
здатні активуватися за певних умов. 
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Класифікація каспаз 
 

Поділ каспаз на класи за різними системами базується на трьох основних 
принципах: 

1) особливостях їх функцій, 
2) особливостях їх структури,  
3) місцем у апоптичному каскаді (тільки для апоптичних). 

 
За особливостями функцій  каспази діляться на 2 категорії: 
 

o Запальні - відіграють роль у дозріванні цитокінів та запальних 
відповідях, 

o Апоптичні – приймають участь у різних стадіях апоптичного 
процесу. 

 
СЛАЙД 45 – групи каспаз. 
 

За особливостями структури каспази діляться також на дві головні 
категорії: 

 
1. Каспази з довгим продоменом - мають так званий довгий 

продомен який за певними ділянками є гомологічним до 
доменів загибелі (DD) на рецепторах загибелі та адапторних 
молекулах у складі DISC. Можливо два варіанти структури 
таких доменів: 
 

a. Один великий домен CARD (каспаза 2, 9,12), 
b. Два тандемно розташованих домени DED (каспаза 8,10). 

 
Такий довгий домен дозволяє каспазам взаємодіяти з 
іншими типами структур, що мають DD (наприклад, з 
рецепторами апоптичної загибелі. 

 
2. Каспази з коротким продоменом - мають короткі 

продомени, тому не взаємодіють з компонентами DISC, та 
активуються не в рецепторах, а обмеженим протеолітичним 
розщепленням з боку каспаз з довгим продоменом. 

 
СЛАЙД 46 – доменна організація каспаз. 

 
За місцем у регуляторному апоптичному каскаді власне апоптичні 

каспази діляться на: 
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1. Ініціаторні (каспази -2, -8, -9, -10, -12) – всі вони є каспазами з 

довгим про доменом і діють на початкових етапах апоптозу, 
здатні активувати каспази другої категорії за рахунок: 
o Обмеженого протеолітичного розщеплення (прямий шлях),  
o Активацію певних білкових факторів(непрямий шлях). 

2. Ефекторні (виконавчі, екзекуторні) - каспази -3, -6, -7, -14 – 
мають короткий продомен, здійснюють весь основний масив 
роботи з деградації білкових клітинних компонентів за 
апоптозу. 

 
СЛАЙД 47 – загальна схема каспазо-залежного апоптозу. 
 
 

Особливості структури каспаз 
 

Будь- яка каспаза складається з 4 основних частин: 
1) Малої субодиниці, 
2) Великої субодиниці, 
3) Продомена (довгого чи короткого), 
4) Лінкерної ділянки. 

 
СЛАЙД 48 – доменна структура відомих на сьогодні каспаз. 
 

Найважливішими для виявлення каспазами своєї активності за апоптозу 
є саме продомени, довгі з яких відносяться до суперродини доменів 
клітинної загибелі (DD).  
 

Ділянка CARD – консервативна, взаємодіє з іншими білками, які також 
містять свій CARD, у складі: 

 
1) Апоптосоми (взаємодія з Apaf-1), 
2) Піддосоми (взаємодія з PIDD), 
3) Траддосоми/Рейдосоми (взаємодія з TRADD та RAIDD відповідно). 

 
, Також через дану ділянку здатні взаємодіяти інгібітори каспаз та 

апоптозу – так звані інгібіторні антиапоптичні білки (IAP), найвідомішими з 
яких є с-IAP1 c-IAP2. 

 

 Структура ділянки CARD на прикладі RAIDD (складова піддосоми та 
рейдосоми), згідно даних NMR-спектроскопії, складається з шести 
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антипаралельних α-спіралей, що організовані за тим же 
принципом, що і в DD Fas.  

 Більше того, виявлено високу ступінь гомології між ділянками 
CARD у складі RAIDD та каспази-2. 

 Біологічна роль CARD полягає у концентруванні каспаз у складі 
активаційних комплексів для активації даних ферментів. Так, 
активація каспази-9 у апоптосомі залежить від CARD-CARD 
взаємодій між прокаспазою-9 та Apaf-1. 

 
Ділянка DED- також гомологічна до доменів DD, містить шість спіралей 

та є висококосервативною послідовністю.Виявляється у складі: 
 
1) DISC типу І (на основі FasR) – зв’язує FADD з прокаспазами 8/10 та 

білками FLIP, 
2) DISC типу ІІ (на основі TNFR1) – зв’язує  FADD з прокаспазами 8/10. 

 

 Сам домен DED є коротшим, у складі каспази їх виявляється два, 
причому вони розташовані тандемно.  

 Окрім каспаз -8 та -10 DED міститься у складі білків  
o FADD,  
o FLIP/FLICE, 
o Bap31 (білок, асоційований з прокаспазою-8 білком Bcl-XL). 

 
СЛАЙД 49 – приклади активаційних комплексів на основі CARD- та DED-

взаємодій. 
 

Функціональною одиницею зрілої каспази є гетеротетрамер, що 
складається з: 

1) двох малих субодиниць, 
2) двох великих субодиниць.  

 

 Цистеїн активного центру розташований у великій субодиниці, 

 Сайт S1 походить з залишків і у складі обох субодиниць. 
 

Особливості форми окремих каспаз: 
  

 Каспаза 2 існує у розчині завжди у вигляді димеру, в якому 2 
мономери поєднані між собою дисульфідним містком, 

o Каспази -8 та -9 існують у розчині у вигляді мономерів і 
димеризуються лише під час активації, 
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o Каталітичні домени димеру каспази-9 є, на відміну від інших 
каспаз, неідентичними – один з них є каталітично активним, в той 
час як інший харатеризується неактивною конформацією. 

 
СЛАЙД 50 – схема перетворення прокаспази на активний гетеротетрамер. 
 
 

Активація каспаз 
 

Всі апоптичні каспази продукуються клітиною у вигляді неактивних 
зимогенів, тому повинні пройти протеолітичний процесинг. 

 
1) Ініціаторні каспази активуються автопротеолітично у спеціальних 

мультисубодиничних надмолекулярних активаційних комплексах 
різних видів. Така активація відбувається за рахунок збільшення 
локальної концентрації прокаспаз через взаємодію останніх з 
доменами CARD або DED компонентів активаційних комплексів. 
Також така активація може модулюватися для запобігання 
фальшстартів апоптичної загибелі. 

2) Ефекторні (екзекуторні) каспази активуються шляхом 
протеолітичного розщеплення з боку ініціаторних каспаз. Таке 
розщеплення відбувається за типом обмеженого протеолізу з 
елімінацією 2 зв’язків між структурними доменами каспаз. 
 

СЛАЙД 51 – схема протеолітичного процесингу каспаз. 
 

 
Активаційні надмолекулярні комплекси для каспаз 

 
Насьогодні виявлено декілька форм активаційних комплексів для 

ініціаторних каспаз: 
 

1. Інфламасома – надмолекулярний комплекс білків, який 
слугує для активації інфламаторних прокаспаз -1 та -5. Може 
існувати у трьох основних формах: 

a. IPAF-інфламасома – складається з: 
i.  білку IPAF (що містить повтори LRR), 

ii. двох доменів CARD,  
iii. однієї копії прокаспази 1. 

b. NALP1-інфламасома – складається з:  
i. білку NALP1 (що містить повтори LRR),  

ii. білку ASC, 
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iii. чотирьох доменів CARD,  
iv. прокаспаз 1 та 5 (по одній копії), 

c. NALP3-інфламасома - складається з: 
i. білку NALP3 (що містить повтори LRR), 

ii. білку ASC, 
iii. білку CARDINAL, 
iv. чотирьох доменів CARD,  
v. двох копій прокаспази 1. 

 
СЛАЙД 52 – структура трьох типів інфламасоми. 
 
CЛАЙД 53 – роль NALP3-інфламасоми та каспази 1 у індукції запалення. 
 

Формування даного комплексу призводить до активації 
цитокінів IL-1 та IL-18, які відіграють центральну роль у 
боротьбі з бактеріальними патогенами. 

 
2. Піддосома (Рейдосома)/Траддосома – слугує для активації 

прокаспази-2. Існує три основні форми такого комплексу: 
Такий тип активаційних комплексів вивчено найгірше. 
 

CЛАЙД 54 – склад компонентів трьох варіантів комплексів. 
 
CЛАЙД 56 – приклади таких комплексів. 
 
СЛАЙД 23 – приклад активації каспази 2 у апоптичному шляху. 

 
3. DISC типу І (на основі FasR) та DISC типу ІІ (на основі TNFR1) – 

слугує для активації каспаз 8 та 10.  
a. Структура комплексу стабілізується за рахунок 

взаємодій між гомологічними ділянками (DD або DED) 
у складі компонентів комплексу.  

b. Каспази -8 та -10 приєднані до комплексу через один з 
тандемно розташованих доменів DED .  

 
Процесинг прокаспази-8 a/b у такому комплексі проходить у 
дві стадії розщеплення: 
 

 Перше розщеплення відбувається між малим та 
великим протеазними доменами, його результатом є 
формування субодиниць р43/р41 та р10.  
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 Обидва продукти розщеплення залишаються 
зв’язаними з DISC – р43/р41 через DED, а р10 через 
великий домен протеази. 

 Друге розщеплення проходить між продоменом та 
великою субодиницею р43/р41, його результатом є 
утворення ще двох функціональних субодиниць: 

o р26/р24, 
o р18.  

 У склад гетеротетрамеру активної каспази, таким 
чином, потрапляють субодиниці: 

o р18, 
o р10.  

 Субодиниця р26/р24 залишається зв’язаною у складі 
DISC, 

 Активний гетеротерамер від’єднується від комплексу 
і вивільняється у цитозоль. 
 

СЛАЙД 55 –схема активації каспази 8. 
 

Активація каспази-10 у відсутності каспази-8, як 
припускають, відбувається за таким же механізмом, хоча 
вивчена вона не так добре. 
 

СЛАЙДИ 13, 49 –приклади комплексів на основі FasL. 
 
СЛАЙД 56 – приклади активаційних комплексів на основі FasL та TNFR1. 
 

4. Апоптосома – слугує для активації прокаспази-9.  
У її формуванні приймають участь чотири основні 
компоненти (по 7 копій у кожній): 

 Цитохром с (походить з мітохондрії), 

 Apaf-1 – цитозольний фактор активації апоптичних 
протеаз (CARD), 

 дАТФ, 

 прокаспаза 9 (CARD). 
 

СЛАЙДИ 56, 57 та 58 – схема структури апоптосоми. 
 

Такий комплекс виникає під апоптозу у відповідь на 
стресорні чинники:  

1. цитотоксичні впливи,  
2. тепловий шок,  
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3. окисний стрес,  
4. пошкодження ДНК, і т.д.  

 
o Формування апоптосоми відбувається одразу після 

вивільнення цитохрому с з мітохондрій. 
o За умови недостатнього рівня АТФ апоптосома утворюється у 

неактивній формі. 
 
СЛАЙД 59 – схема збирання та активації апоптосоми у активну форму, а 
також переходу у неактивну. 
 

o Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) - центральний 
білок конструкції апоптосоми, має масу 140 кДа, є гомологом 
Сed-4 С. elegans.  

o У присутності цитохрому с та дАТФ, Apaf-1 олігомеризується у 
дуже великий комплекс (від 700 до 1400 кДа). 

o Прокаспаза-9 – залучається до даного комплексу через 
взаємодію свого CARD-домену з таким же доменом Apaf-1, 
причому розташовується у центрі комплексу. 

o Активація прокаспази-9, як тепер доведено, відбувається за 
рахунок димеризації та обмеженого протеолізу цих молекул.  

o Протеолітична активація цієї прокаспази відбувається за 
рахунок розщеплення інтердоменної лінкерної ділянки після 
димеризації. 

o Активація прокаспази 3 активною каспазою, може відбуватися 
прямо у складі комплексу апоптосоми, без виходу активної 
каспази 9 у цитозоль. 
 

СЛАЙД 60 – схема активації прокаспази 3 каспазою 9. 
 
 

Механізми активації ефекторних каспаз 
 

Активація ефекторних каспаз відбувається по-різному у зовнішньому та 
внутрішньому шляхах апоптозу: 
 

o Зовнішній  (рецепторний) шлях апоптозу включає у себе активацію 
ефекторних каспаз за двома основними шляхами, які ми вже згадували: 

 

 Клітини типу І за індукції апоптозу характеризуються високим 
рівнем DISC та активної каспази-8, у такому випадку ця каспаза 
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прямо приймає участь у протеолітичній активації основних 
екзекуторних каспаз -3 та -7, 

 

 Клітини типу ІІ  мають відносно низкі рівні DISC та, відповідно, 
активованих ініціаторних каспаз 8 та 10, тому у даному випадку 
сигнальні механізми потребують додаткової участі білку Bid. 

 Bid піддається розщепленню з боку каспази-8, 
перетворюється на tBid. 

 tBid прямує до мітохондрії, де сприяє вивільненню 
цитохрому с та інших апоптичних факторів. 

 Такі події призводять до активації додаткових 
кількостей ініціаторної каспази-9 через апоптосому, 
для активації каспаз -3 та -7.  

 Такі процеси можуть бути заблокованими 
антиапоптичними білками вже відомої нам родини 
Bcl-2. 

 
o Внутрішній шлях апоптозу забезпечує активацію екзекуторних каспаз 

відбувається за рахунок їх розщеплення каспазою 9, що попередньо 
активується у апоптосомі. 

  
СЛАЙД 61 – шляхи активації ефекторних каспаз. 
 
 
 

Регуляція активності каспаз 
 

Оскільки каспази відіграють центральну роль у ініціації апоптозу та його 
проходженні, їх активація та активність повинні бути точно регульованими 
для забезпечення балансу між апоптозом та виживанням.  

Така регуляція виявляється у декількох механізмах. 
1) Транскрипційна та трансляційна регуляція. Більшість каспаз 

експресуються конститутивно, однак практично всі з них є суб’єктом 
транскрипційної або трансляційної регуляції. 

 

 Каспаза 2.  З гену CASP2 людини можлива транскрипція мРНК двох 
ізоформ каспази 2 – 2L та 2S, що запускається з різних регіонів 
промотору та з різною інтенсивністю. 
 

 Каспаза 2 та каспаза 9. Їх кількість та активність, очевидно, 
регулюються взаємовідносно.  
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o Так, показано, що у мишей, нокаутних за каспазою-2, рівень 
експресії каспази-9 зростав, очевидно, за рахунок 
компенсаторного механізму.  

o На користь цього припущення говорить також те, що у 
культурі симпатичних нейронів та клітин мозку, дефіцитних 
за каспазою-2, кількість мРНК каспази-9 зростає втричі. 

 

 Каспаза 8. Її промотор має спеціальні ділянки Sp1 та ETS, які 
контролюють базальну експресію даного ферменту.  

o Елемент ISRE (інтерферон-стимульованої відповіді) та сайт 
зв’язування для р53 у гені цієї каспази дозволяє позитивно 
регулювати продукцію каспази-8 за допомогою зв’язування 
с-інтерферону та р53.  

o Експресія гену каспази 8 може негативно регулюватися 
метилюванням регіону всередині нетрансльованої 
послідовності ближче до 5’-кінця гену. 
 

 Каспаза 9. Проксимальний 5’-регіон гену CASP9 щура не має TATA-
боксу, але містить GC-бокси та сайт для приєднання фактору 
індукції гіпоксії-1, присутність якого відповідає за позитивну 
регуляцію даного гену в умовах гіпоксії. 

 

 Каспаза 10. Регулюється, в основному, не за транскрипційними, а за 
посттрансляційними механізмами, оскільки у багатьох ракових 
клітинах виникає ситуація, коли в них виявляються численні копії 
мРНК цієї каспази, але копій активного ферменту мало. 

 

 Каспаза 12. Ген CASP12 мурчака не містить TATA-, CAAT-, та                        
GC- боксів, але має низку сайтів зв’язування транскрипційних 
факторів, таких як: 

 

o AP1,  
o Oct-1,  
o Sp1,  
o NF-κB. 

 
2) Альтернативний сплайсинг. Майже всі каспази характеризуються 

численними сплайсинговими варіантами, специфічними до типу 
клітин або тканин.  
Багато з них є неактивними формами, які ніколи не активуються, до 
того ж, більшість з цих сплайсингових варіантів каспаз виявлялися 
лише на рівні мРНК, а не на білковому рівні.  
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Функція таких ”непотрібних” варіантів залишається невідомою. 
 

 Каспаза 2. Було ідентифіковано чотири сплайсингові варіанти 
каспази-2 людей та два – щурів.  

o Лише один з цих варіантів –каспази 2L (дикий тип) – кодує 
активний фермент.  

o Альтернативний транскрипт – каспаза 2S - відрізняється 
присутністю у своєму складі екзона 9, але фактично не 
містить малої субодиниці білку.  Таким чином така каспаза є 
негативним апоптичним регулятором.  

o Сплайсинговий варіант – каспаза-2L-Pro – також є 
негативним регулятором апоптозу.  

o Повноцінна експресія четвертого варіанта – каспази-2S-Pro – 
поки що виявлена не була. 

 

 Каспаза 8. Має найбільшу кількість сплайсингових 
транскрипційних варіантів – десять. 

o Вісім з цих десяти варіантів позначаються як каспаза 8/а-
8/h, ще два мають назви - прокаспаза-8L та каспаза-8L.  

o Функціонально активними ізоформами є лише дві з них - 
каспаза-8/а та каспаза8/b.  

o Прокаспаза 8L є варіантом каспази-8/а, яка містить у своєму 
складі N-термінальний подовжений домен для взаємодії 
ферменту з білком BAP31.  

o Активна експресія прокаспази-8L була виявлена у клітинах 
тимусу та легень.  

o Каспаза-8L також експресується у лімфоцитах периферичної 
крові, де, як вважається, відіграє роль ендогенного інгібітора 
каспази-8.  

o Роль каспаз-діапазону 8/c-8/h до сих пір невідома. 
 

 Каспаза 9. Насьогодні виявлено чотири сплайсингові форми 
каспази-9.  

o Активними варіантами є каспази 9/а та 9L. 
o Каспаза-9/b людини не має центральної великої субодиниці 

та може блокувати утворення апоптосоми та пов’язаних з 
нею стадій апоптозу.  

o Каспаза-9S мурчака також виявляється неактивною. 
 

 Каспаза 10 – має чотири сплайсингові варіанти.  
o Каспази 10/a,10/b та 10/d мають повну протеолітичну 

активність.  
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o Каспаза-10/с – є неактивною, хоча є відомості, що ця форма 
здатна індукувати КЗ іn vivo. 

 

 Каспаза 12. Має дев’ять сплайсингових ізоформ, хоча її структура 
та функції є найменш вивченими. 

 
3) Дія білкових інгібіторів. Найкраще вивченими є різноманітні білкові 

інгібітори каспаз, серед яких відрізняють: 
 

 Інгібіторні антиапоптичні білки (IAP) – група білків, що є 
інгібіторами апоптичного процесу за рахунок здатності 
приєднуватися до активних каспаз, що призводить до інгібування 
останніх.  

o Дані білки є консервативними та експресуються багатьма 
видами тварин. 

 
СЛАЙД 62 – види IAP. 
 

o Структура даних білків характеризується присутністю: 
 від одного до трьох бакуловірусних IAP-повторів (BIR1-

BIR3), 
 домену CARD (характерно для сIAP-1 та cIAP-2),  
 домену RING на С-кінці молекули (характерно для cIAP-

1, cIAP-2, XIAP, Livin, ILP-2 ссавців, а також для DIAP та 
DIAP-2 дрозофіли). 

o Survivin є найменшим з даних білків, він приймає участь у 
контролі клітинного циклу, а не уапоптозі. 
 

СЛАЙД 63 –порівняльна схема структурних доменів білків IAP. 
 

o Мішенями інгібуючої дії більшості білків IAP є: 
 ефекторні каспази -3 та-7,  
 ініціаторна     каспаза-9.  

 
o Каспази -1, -2, -6, -8 та -10 не піддаються інгібуванню з боку 

білків XIAP, c-IAP1 та  c-IAP2. 
o Інгібування екзекуторних каспаз -3 та -7 білком XIAP 

потребує лінкерної ділянки між BIR1 та BIR2 у складі 
останнього.  

o Ініціаторна каспаза-9 інгібується цим білком через BIR3. 
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o Відомо також, що IAP можуть регулювати активність каспаз 
також шляхом контролю убіквітинування та деградації як 
самих каспаз, так і регуляторів їхньої активності.  

 c-IAP2 здатен індукувати убіквітинування каспаз -3 та -
7.  

 BRUCE/Apollon та XIAP полегшують убіквітинування 
каспази-9 та її опосередкованого активатора - 
Smac/DIABLO. 

 
СЛАЙД 64 – схема ролі білків IAP у апоптозі 
 

 Мітохондріальні фактори апоптозу Smac/DIABLO та HtrA2/Omi -  
білкові інгібітори IAP проапоптичної дії, які виділяються з 
мітохондрій у процесі мітохондріальної стадії апоптозу.  

o Дані білки можна вважати активаторами каспази-9, оскільки 
вони конкурують з останньою, взаємодіючи з  XIAP через BIR. 

o Головним ефектом дії даних білків є, таким чином, 
інгібування активності IAP. 
 

СЛАЙДИ 65 та 66 - роль даних білків у модуляції активності IAP. 
 

 

 Інгібіторні білки FLICE (FLIPS/FLIPL, FADD-like ICE) – група білків, що 
входить до обох типів DISC і приймає участь у інгібуванні активації 
прокаспаз 8 та 10 за рахунок конкурентного зв’язування у 
активаційних комплексах.  

o v-FLIP є вірусним аналогом білку с-FLIP ссавців, був виявлений 
у вірусах герпесу (HHV-8), а також у інших вірусах (EHV-2, 
HVS, BHV-4, RRV) за будовою гомологічний до каспази 8. 

o Припускається, що саме за рахунок активності даних білків 
віруси уникають індукції апоптичної відповіді на них з боку 
інфікованих клітин.  

o v-FLIP мають у своєму складі 2 домени DED на N-кінці, що є 
гомологічними до відповідних доменів каспази 8.  

o Було виявлено, що v-FLIP, так само, як і його клітинний 
аналог, c-FLIP, здатен конкуретно з каспазою 8/10 
приєднуватися до FADD через домени DED, таке приєднання, 
зрозуміло, попереджає активацію каспази у DISC. 
 

СЛАЙД 13 – схема приєднання c-FLIP до DISC. 
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o с-FLIP (I-FLICE, Usurpin) – є клітинним аналогом вірусного 
білку, за структурою також дуже схожий на каспазу 8. 

o  Існує два сплайсингові варіанти FLIP - FLIPS  та FLIPL, обидва 
вільно експресуються. 

o с-FLIPL (довша форма) - дуже схожий на v-FLIP та має 
достатньо короткий час життя через те, що часто 
убіквітинується у клітині.  

o с-FLIPL є більш стабільним у порівнянні з FLIPS та містить два 
домени DED.  
 

СЛАЙД 67 – порівняльна будова каспази 8 та видів білків FLIP. 
 

o Насьогодні немає одностайної думки щодо напрямку функції 
c-FLIPL – одні вчені вважають, що він антиапоптичний, інші – 
що він проапоптичний.  

o Очевидно, ефект залежить від кількості c-FLIP.  
o Наприклад, виявлено, що низька експресія с-FLIPL може 

навіть сприяти апоптозу, підвищуючи рівні активованої 
каспази-8, оскільки даний білок має здатність 
гетеродимеризуючись з молекулами каспази. 

o Високі ж рівні с-FLIP конкурують за місця зв’язування у DISC 
з каспазою 8 , тому відбувається інгібування апоптозу. 

 
СЛАЙД 68 – димеризація c-FLIPз каспазою 8. 
 

 Антиапоптичні білки родини Bcl-2 – мають здатність інгібувати 
активацію каспаз за мітохондріального шляху апоптозу. Механізм 
до кінця не вивчено, найбільш активними у цьому плані 
вважаються Bcl-2 та Bcl-XL. 

 Серпінподібний бакуловірусний білок р35 – є так званим 
універсальним інгібітором каспаз, оскільки впливає майже на всі 
їх типи.  

o Механізм інгібування включає у себе формування 
інгібіторного комплексу, що характеризується захищеним 
тіоефірним зв’язком між інгібітором (р35) та каспазою. 

o Захист зв’язку від гідролізу забезпечується унікальною 
конформацією активного центру р35. 
 

СЛАЙД 69 – модель структури р35. 
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 Серпін CrmA – походить з вірусу коров’ячої віспи, є членом родини 
широкоспецифічних інгібіторів сери нових протеаз (Serpin - Serine 
protease inhibitors). 

o Механізм інгібування каспаз серпіном, очевидно, пов’язаний 
з приєднанням серпіну до активного центру протеаз та його 
ковалентними модифікаціями з боку даного білку.  

 
СЛАЙД 70 – схема механізму інгібування протеаз серпінами. 
 
 

Роль каспаз  у апоптозі 
 

Каспази у апоптозі мають 2 головні функції, що збігаються з їх класами – 
а саме: 

 
1) Функція передачі апоптичного сигналу за рахунок активації інших 

каспаз та факторів (ініціаторна), 
2) Функція деградаційного протеолітичного розщеплення різних 

субстратів, що прямо відповідають за інтеграційну цілісність 
клітини (екзекуторна). 

 
Субстратами каспаз є дуже широка група різнорідних білків, 

розщеплення яких каспазами призводить до різних ефектів в залежності від 
виду білків.  
 
СЛАЙДИ 71 та 72 – субстрати каспаз та ефекти, пов’язані з розщепленням. 
 

Крім того: 

 Каспаза 2 здатна розщеплювати: 
o специфічний для апарату Гольджі білок гольджін-160, який 

контролює цілісність даного комплексу,  
o αII-спектрин, що призводить до дестабілізації скаффолду 

мембранного цитоскелету, 
 

 Каспаза-3, окрім розщеплення низки структурних білків, 
відповідає за протеолітичну активацію каспазо-залежної ДНК-
ендонуклеази (CAD). 
 

 Каспаза-8 розщеплює: 
o Bid,  
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o RIP, що призводить до його інактивації та блокування 
сигналів виживання через шлях NF-κВ за Fas-індукованого 
апоптозу. 
 

 Каспази -8 та -9 розщеплюють структурні білки: 
o плектин,  
o віментин. 

 
Варто відмітити, що деякі форми стресорного апоптозу, є взагалі 

каспазонезалежними. 
 
 

Некаспазні протеази 
 

У апоптозі, крім каспаз, приймають участь також і інші клітинні протеази, 
серед яких варто відмітити: 
 

1) Гранзими (власне, гранзим В). 
2) Кальпаїни. 

 
Гранзим B – лізосомальна серинова протеаза, яка експресується 

виключно цитотоксичними Т-лімфоцитами та натуральними кілерами. 

 Фізіологічною функцією цієї протеази є індукція загибелі 
інфікованих вірусами або інших потенційно небезпечних клітин. 

 
СЛАЙД 73 – схема атаки Т-клітини на пухлинну клітину з використанням 
гранзиму В. 
 

 Такий механізм дії індукується через доступ гранзимів до 
ключових субстратів всередині клітин мішеней через перфорин-
залежний шлях. 
 

СЛАЙД 74 –функції гранзимів А і В. 

 Насьогодні гранзим В є єдиним ферментом, чия специфічність дії 
повністю співпадає зі специфічністю каспази-3.  

 Наприклад, показана здатність гранзиму B активувати 
розщепленням каспази -2, -3, -6, -7, -8, -9, -10. 

 Відомо також, що гранзим В здатен розщеплювати цілу низку 
субстратів екзекуторних каспаз, в тому числі, активувати              
каспазо-залежну ендонуклеазу CAD (яка також активується       
каспазою-3). 
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СЛАЙДИ 75 та 76 – схеми дії гранзиму В та схема індукції гранзим-залежної 
апоптичної загибелі. 
 

 Показано, що активність гранзиму В, як і каспаз, до певного рівня 
може регулюватися білками родини Bcl-2.  

o Так, оверекспресія Bcl-2 у мітохондріях повністю інгібує дію 
гранзиму В.  

o Це також вказує на необхідність мітохондріальної стадії для 
проходження гранзим-індукованої КЗ. 

o Гранзим B, як і активована каспаза-8, здатен розщеплювати 
Bid до tBid, і, таким чином, запускати мітохондріальний 
апоптоз через вивільнення цитохрому с та інших апоптичних 
факторів з мітохондрій. 
 

Кальпаїни (calpains) – родина кальцій-залежних нелізосомальних 
цистеїнових протеаз, що широко експресується майже у всіх видах 
організмів. 
 

 Активність кальпаїнів, як правило, пов’язана з: 
1. Малою регуляторною субодиницею CAPNS1 у складі 

самого кальпаїну, 
2. Специфічним інгібітором кальпастатином. 

 

 Кальпаїни вважаються регуляторними протеазами. 

 Назва їх походить від схрещування назв двох білків, структура та 
властивості яких схожі на такі кальпаїнів – кальмодуліну 
(сигнальний білок, регульований кальцієм) та папаїну (цистеїнової 
протеази, виділеної з папаї). 

 Найбільш розповсюдженими є дві, різні за чутливістю до кальцію, 
ізоформи кальпаїнів: 

o μ-кальпаїн (активується мікромолярним кальцієм), 
o m-кальпаїн (кальпаїн I та II, активується мілімолярним 

кальцієм). 
o   

СЛАЙД 77 - структура найбільш відомих кальпаїнів. 
 

 Специфічність дії кальпаїнів, в основному, полягає у гідролізі 
зв’язків, сформованих карбоксильними групами гідрофобних 
амінокислот з малими радикалами та/або аміногрупами великих 
гідрофобних амінокислот.  

 У геномі людини знайшли 14 різних генів для ізоформ кальпаїнів, 
що позначаються як CAPN1- CAPN14. 
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 За умов апоптозу кальпани (за умови достатнього рівня 
цитозольного кальцію) діють у синергізмі з каспазами, активуючи 
або інактивуючи різні субстрати розщепленням. 

 Активація кальпаїнів також відбувається за участі каспаз. 
 
СЛАЙД 78 – схема участі кальпаїнів у апоптозі. 
 
 
 

Тема 7. Роль мітохондрій у апоптозі 
 
 

Роль мітохондрій та її апоптичних факторів у апоптозі 
 

На початку історії вивчення апоптичного процесу основним критерієм 
різниці між апоптозом та некрозом була відсутність морфологічних змін у 
мітохондріях. 

  
Але пізніше було виявлено, що: 

 Існують особливі зв’язки між мітохондріями та цитозолем у 
розвитку апоптичного процесу.  

 Мітохондріальна стадія займає центральне положення у індукції 
стресорного апоптозу. 

 Порушення функціонування мітохондрій може мати місце не 
лише за стресорного, але й за рецепторного типу апоптозу. 
 

Основні факти на користь участі мітохондрій у апоптичному процесі: 
 

1) Мітохондрії здатні прямо індукувати загибель клітин 
шляхом генерації АФК, таких, як супероксид-аніон та 
гідроксил-радикал, які вже давно вважаються важливими 
факторами розвитку багатьох патологій, а також: 

 апоптичної та інших видів загибелі, 

 старіння,  

 окисного стресу, 

 регуляції транскрипційних факторів,  

 імунних процесах, 

 процесах запалення.  
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АФК генеруються, в основному, через порушення 
функціонування дихального ланцюга, основним місцем їх 
генерації вважається сайт убіхінону в комплексі III. 

 
2) Мітохондрії є основною стартовою функціональною 

точкою для білків родини Bcl-2.  
 

3) З мітохондрій відбувається вивільнення апоптичних 
факторів, що формують апоптосому та відповідні за 
активацію каспаз та регуляцію апоптозу. 

 
СЛАЙД 79 – спрощена схема участі мітохондрій у апоптозі. 
  
 

 Неселективна мітохондріальна пора (НМП)  
 

Вивільнення апоптичних факторів асоціюється з порушенням структури 
та функціонування мітохондрій за апоптозу, а таке порушення, асоціюють, в 
основному, з втратою бар’єрних функцій мітохондріальних мембран. 

 

 Втрата бар’єрних функцій мембран мітохондрій у процесі 
апоптозу, як вважається, є наслідком індукції так званої 
неспецифічної проникності мітохондріальних мембран.  

 Така проникність виникає за рахунок утворення та відкриття 
неслективних мітохондріальних пор (НМП). 

 Явище НМП асоційоване, як вважають деякі дослідники, з 
набуханням матриксу та розривами зовнішньої мітохондріальної 
мембрани. 

 
Існування НМП в мембранах мітохондрій було вперше показано 

Гавортом і Гюнтером в 1979 році. 
  

 НМП є надмолекулярним субодиничним комплексом вагою 
близько 1500 кДа, що пронизує обидві мітохондріальні мембрани. 

 Компоненти даного комплексу у нормальних умовах знаходяться 
окремо у внутрішній та зовнішній мембрані мітохондрій, та 
виконують свої чітко визначені функції.  

 Збирання складових у поровий комплекс відбувається лише за 
патологічних (стресорних) умов.  
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Основними компонентами мітохондріальної пори є: 
 

1. Потенціал-залежний йонний канал (VDAC), - формує 
центральний канал пори, через який можуть 
транспортуватися речовини масою до 1500 Да. 

2. Аденіннуклеотидтранслоказа (ANT) – фермент, який за 
нормальних умов здійснює перенесення через мембрану у 
цитозоль АТФ, що утворюється в матриксі, у обмін на АДФ, 
що поступає всередину мітохондрій. 

3. Гексокіназа – один з ферментів гліколітичного шляху. 
4. Креатинкіназа – фермент, що утворює високоенергетичну 

сполуку креатинфосфат. 
5. Декілька білків родини Bcl-2 (переважно Bcl-2, Bax та Bak), 

що виконують регуляторні функції. 
6. Периферичний бензодіазепіновий рецептор (PBR) – 

розташований у зовнішній мітохондріальній мембрані. 
7. Циклофілін D – у поровому комплексі розміщується зі 

сторони матриксу. 
 
СЛАЙД 80 – компоненти пори за умов норми та формування її під час стресу. 
 

Індукторами відкриття НМП є: 
 

o Високий рівень [Ca2+]m, 
o деполяризація мітохондріальної мембрани (втрата мембранного 

хімічного потенціалу Δψm), 
o підвищення pH, 
o зростання рівня оксидантів, АФК, неорганічного фосфату, 
o окислення мембранних тіолів, глутатіону, 
o зниження загального рівня АТФ та АДФ, 
o зміщення рівноваги “НАДФ+ – НАДФН + H+” вліво. 

 
Крім того, ймовірність відкриття пори залежить від конформаційного 

стану ANT:  
a. с-конформація ферменту сприяє відкриттю НМП,  
b. m-конформація ANT збільшує ймовірність закриття пори. 

 
 Індукторами закриття пори вважаються:  

 
o зниження pH ,  
o зростання рівня протонів та деяких двовалентних йонів (Mg2+, 

Mn2+, Sr2+),  
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o відновлення тіолів та глутатіону,  
o підвищення рівня АТФ,  
o дія деяких хімічних агентів (бонгкрекова кислота),  
o дія циклоспорину А – цей імуносупресант успішно застосовується 

у експериментальних дослідженнях у якості блокатора відкриття 
НМП причому приєднується він до циклофіліну D з боку 
матриксу. 

 
Детальні механізми індукції неселективної проникності 

мітохондріальних мембран остаточно не з’ясовані.  
Відкриття пори за апоптозу пов’язують з:  

 перевантаженням мітохондрій Са2+,  

 посиленням продукції АФК внаслідок пригнічення 
окислювального фосфорилювання за рахунок кальцієвого 
перевантаження,  

 стимуляцією цитозольної NO-синтази, продукт якої, NO, також 
здатен пригнічувати окисне фосфорилювання в комплексі IV 
дихального ланцюга, 

 окисленням мембранних тіолів,  

 падінням хеміосмотичного мембранного потенціалу ΔμH+. 
 

Інтенсифікація продукції АФК може ще більше проявлятися уже після 
відкриття пори, оскільки через неселективну проникність мембран 
мітохондріями втрачається значна кількість відновленого глутатіону, що 
сприяє збільшенню рівнів вільних радикалів, а, отже, ще більшому 
погіршенню функціонального стану мітохондрій . Таким чином, можливе 
формування так «кола взаємопосилення». 

До сих пір не існує однозначної думки з приводу того, чи є 
перевантаження мітохондрій кальцієм причиною порушень 
функціонального стану мітохондрій, чи, навпаки, таке порушення є 
причиною перевантаження. 

 
СЛАЙД 81 – загальна схема процесів, що відбуваються внаслідок порушення 
функціонування мітохондрій за умов стресу. 

 
 

Мітохондріальні апоптичні фактори 
 
Центральною подією стресорного апоптозу є вивільнення з 

мітохондрій у цитозоль низки апоптичних факторів, таких як:  
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o цитохром с,  
o ендонуклеаза G (Endo G), 
o AIF (флавопротеїн, фактор ініціації апоптозу), 
o проапоптичні фактори Smac/Diablo та Omi/Htr2 (блокатори IAP).  

 
СЛАЙД 83 – схема основних апоптичних подій у мітохондріях. 
 

Цитохром с – невеликий простий білок вагою приблизно 12 кДа.  

 У складі мітохондрій існує дві форми такого цитохрому: 
o Міцно зв’язаний з мембраною – бере участь у передачі 

електронів між третім та четвертим комплексами 
дихального ланцюга, 

o Слабко зв’язаний з мембраною - приєднується до 
зовнішньої сторони внутрішньої мембрани мітохондрій за 
допомогою кардіоліпіну, під час апоптозу втрачає зв’язок з 
кардіоліпіном, вивільняється у цитозоль, де входить у склад 
апоптосоми. 

 
СЛАЙДИ 84 та 85 – «мирна» та «бойова» ролі цитохрому с відповідно. 
 

 Насьогодні існує думка, що цитохром с може вивільнятися у 
цитозоль через пори, сформовані гомодимерами Bax/Bak- на 
зовнішній мембрані мітохондрій. 
 

СЛАЙД 79. 
 

 Існує декілька гіпотетичних причин вивільнення цитохрому с у 
цитозоль за рахунок втрати зв’язку з кардіоліпіном: 

 
1) Внаслідок розщеплення кардіоліпіну активованим 

каспазою 8 (або іншою протеазою) апоптичним фактором 
tBid,  

2) Внаслідок розщеплення кардіоліпіну транслокованою за 
апоптозу з ядра до мітохондрій каспазою 2,  

3) Внаслідок окиснення кардіоліпіну, чому сприяє 
підвищення концентрації АФК у випадку порушення Са2+-
гомеостазу мітохондрій,  що призводить до зменшення 
спорідненості кардіоліпіну до цитохрому с  та 
послаблення зв’язку останнього з мембраною.  

4) Внаслідок конкуренції між йонами Са з цитохромом за 
місця зв’язування з кардіоліпіном.  
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Іші фактори вільно виходять з Мх, бо не мають мембранних зв’язків. 
 

Ендонуклеаза G (Endo G) – є еволюційно консервативною 
ендонуклеазою, має аналоги серед бактерій та грибів та здатна індукувати 
каспазо-незалежну фрагментацію ДНК у ізольованих ядрах.  

Скоріше за все, вона має кооперативну участь у міжнуклеосомній 
фрагментації, що здійснюється основними нуклеазами апоптозу. 

 
AIF (фактор індукції апоптозу) – мітохондріальний флавопротеїн, що 

відіграє одну з центральних ролей у апоптозі, особливо, у каспазо-
незалежному.  

 
СЛАЙД 86 – модель структури AIF. 

 

 За нормальних умов AIF знаходиться у міжмембранному просторі 
мітохондрій, де забезпечує оксидоредуктазні функції (діє у якості 
NADH-оксидази).  

 Після вивільнення у цитозоль AIF стає активним учасником 
апоптозу. 

 У людини існує три основних гени ізоформ AIF: AIFM1, AIFM2 та 
AIFM3. 

 Основною функцією AIF за апоптозу вважається: 
o кооперативне з ендонуклеазою G здійснення периферичної 

конденсації хроматину, 
o участь у розщепленні особливо великих фрагментів ДНК 

(близько 50000 п.о.) у ядрі, куди він транслокується одразу 
після потрапляння у цитозоль. 
 

 Активність AIF знаходиться під контролем одного з членів родни 
HSP, а саме – HSP-70.  

 Даний білок взаємодіє з AIF та інгібує його активність.  

 Катепсин D (лізосомальна протеаза), сприяє вивільненню AIF з 
мітохондрій та проходженню апоптозу навіть у клітинах, нокаутних 
за каспазою-3 та Apaf-1.  

 Таким чином була висловлена гіпотеза про участь AIF у каспазо-
незалежному апоптозі. 

 Існує гіпотеза, що перед транслокацією до ядра AIF повинен 
зазнати обмеженого протеолізу до tAIF з боку активного 
кальпаїну. 

 
СЛАЙД 87 – схема такого процесу. 
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Тема 8. Немітохондріальні органели у апоптичному процесі 

 

Особливості ядерної стадії апоптозу  
 

Основними факторами індукції стресорного апоптозу є так звані 
генотоксичні фактори, які призводять до значних пошкоджень ДНК ядра. 
Саме їх дія призводить до індукції ядерної стадії апоптозу. 

 

 Серед таких генотоксичних факторів варто відмітити наступні: 
1. Іонізуюче випромінювання різної природи (корпускулярне, 

електромагнітне, тощо),  

2. Ультрафіолет, 

3. Хімічні речовини (наприклад, етопозид або цисплатин), 

4. Гіпероксія, 

5. Активні форми кисню. 

 Апоптоз у відповідь на дію таких факторів розвивається з метою не 
допустити онкогенного процесу, викликаного пошкодженням 
ДНК, якщо репарація таких пошкоджень неможлива.  

 Для індукції репарації або апоптозу, перш за все, важливим є 
розпізнавання пошкодження. Дану функцію виконують декілька 
факторів, серед яких найбільш важливими є: 

1. АТМ - мутантний білок атаксії/телангіектазії, кіназа, 

2. АТR –білок, що також має кіназну активність та також 

пов’язаний з атаксією, але споріднений до фактора Rad3, 

3. DNA-PK – ДНК залежна протеїнкіназа. 

 За умови розпізнавання розривів у ДНК всі ці фактори 
фосфорилюють цілу низку клітинних субстратів, серед них і кіназ 
другого рівня, таких як c-Abl або Chk2, що і призводить до 
подальшої передачі сигналу всередину клітини. 

 

 Фосфорилювання даних субстратів у кінцевому рахунку 
призводить до активації певних транскрипційних факторів, які 
індукують експресію: 

o білків репарації,  
o білків зупинки клітинного циклу (р53), 
o білків індукції апоптозу.  
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Приклади для останньої позиції: 
 

 c-Abl здатен індукувати апоптоз двома одночасними шляхами: 
o Через інгібування шляху РІ3К, направленого на виживання 

клітини,  
o Через активацію шляхів клітинної загибелі, опосередкованих 

кіназами JNK або білками р53 та р70. 
  

 Chk2 - окрім здатності регулювати клітинний цикл 
(зупинка/продовження) та індукувати репарацію ДНК, здатен 
також приймати участь у індукції апоптозу за рахунок 
фосфорилювання білку промієлоцитарної лейкемії (PML) та білку 
р53. 
 

 р53 – разом з двома своїми ізоформами, р63 та р73, індукують та 
регулюють проходження апоптозу.  

o Саме на етапі дії р53 в ядрі у процесі зупинки клітинного циклу 
вирішується доля клітини – йти за шляхом репарації  та 
виживання, або - за шляхом індукції апоптозу  

o Про точні механізми індукції апоптозу у ядрі через р53 
відомо поки що небагато, наприклад, є дані щодо 
необхідності коактиваторів для р53, таких як продукт 
онкогену с-Myc та/або E1A-зв’язуючий нуклеопротеїн р300.  

o Показано також, що р53 здатен після активації 
акумулюватися у цитозолі та частково переходити у 
мітохондрію, де взаємодіє з проапоптичними членами 
родини Bcl-2 Ваx та Bak, індукуючи їх олігомеризацію.  

 
СЛАЙД 88- приклади субстратів для ATM та ATR. 
 

Роль ЕПР у апоптозі 
 

ЕР вже давно вважається сенсором клітинного стресу, оскільки саме в 
ньому відбувається основний масив синтезу білку, а переважна більшість 
патологічних впливів позначається, в першу чергу, на біосинтезі білку.  

Якщо вплив стимулу є значним, то апоптоз може ініціюватися внаслідок 
так званого стресу ЕПР. 

 
Стрес ЕПР проявляється у двох основних формах: 

1. Агрегація білків, що у стресорних умовах зазнали невірного 
процесингу, 

2. Масове вивільнення кальцію з ЕПР у цитоплазму. 
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CЛАЙД 89 – норма і патологія ЕПР. 
 

Невірно згорнуті білки, як правило, дуже швидко накопичуються у ЕПР 
та розпізнаються певними факторами, що призводить до індукції апоптозу. 

 

 Початковим етапом стресу ЕПР є: 
o інгібування майже всіх трансляційних подій,  
o індукція експресії шаперонів,  
o активація деградації невірно згорнутих білків.  

 
Дані стадії направлені у першу чергу на виживання. 
 

 Якщо  ж стрес ЕПР не вдається ліквідувати швидко, клітина йде за 
механізмом апоптозу.  

 Одним з основних його індуктивних механізмів на рівні ЕР 
вважається дисбаланс регуляції кальцієвого транспорту через 
мембрану, що призводить до вивільнення великих кількостей 
катіону з ЕПР. 

 ЕПР, як відомо, є основним внутрішньоклітинним депо катіону 
(може містити до 50 мкМ кальцію, вільного або зв’язаного з 
білками, наприклад, кальсеквестрином чи кальретикуліном). 

 Іноді можливим є варіант, коли стрес ЕПР є не причиною, а, 
скоріше, наслідком порушення кальцієвого гомеостазу на рівні 
ЕПР.  

 
Цікавим є той факт, що дисбаланс кальцій-транспортних процесів через 

мембрани ЕПР прямо пов’язаний з транслокацією Bax, Bak та Bcl-2 у ЕР. 

 Так, оверекспресія Bcl-2 або недостатня кількість Bax/Bak знижує 
концентрацію кальцію у ЕПР і, таким чином, захищає клітини від 
апоптозу, викликаного вивільненням катіону у цитозоль. 

 
Основними детекторами стресу ЕПР є наступні три білкові фактори: 
 

1. PERK, 

2. АТF-6, 

3. IRE1. 

 Головним регулятором усіх цих сенсорів стресу ЕПР вважається 
шаперон BiP/GRP78.  
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 За нормальних умов даний шаперон  приєднаний до специфічного 
люменального домену у складі PERK, ATF6 та IRE1, що робить 
останні неактивними.  

 За умов розвитку стресу ЕПР BiP/GRP78 вивільняється та реагує на 
невірно згорнуті білки. 

 При цьому, вивільнений ATF6 може транслокуватися до апарату 

Гольджі для регуляції внутрішньомембранного протеолізу. 

 Вивільнені PERK та IRE1 гомодимеризуються та активуються. 

 

СЛАЙД 90 – ролі сенсорних білків стресу ЕПР. 

 

СЛАЙД 91 – загальна схема участі білкових факторів ЕПР у апоптозі. 

 

PERK - трансмембранна протеїнкіназа, що є спорідненою до PKR. 

 Перша і найголовніша її роль полягає у фосфорилюванні 
еукаріотичного фактора ініціації трансляції 2а (еIF2α) у відповідь 
на стрес ЕПР. 

 Це призводить до різкого зменшення інтенсивності трансляційних 
процесів.  

 Даний ефект направлений на попередження зростання загальної 
кількості білкових молекул у ЕПР та індукції процесів рефолдингу 
для виживання. 

 

 Одначе, трансляція певних мРНК, що мають менше потреби у 
активному факторі eIF2α (наприклад, мРНК активуючого 
транскрипційного фактора ATF4) навіть посилюється у присутності 
активного PERK. 

  ATF4, у свою чергу, індукує транскрипцію фактора GADD34. 

 Даний фактор, у свою чергу, активує протеїнфосфатазу 1. 

 Протеїнфосфатаза-1 дефосфорилює eIF2α-Р, і, отже, здатна 
відновити трансляційну активність в ЕПР, представляючи собою 
елемент регуляції за типом звортнього зв’язку. 

  
СЛАЙД 92 – схема дії PERK. 

 
АTF6 - трансмембранний транскрипційний фактор, який активує 

транскрипцію низки молекулярних шаперонів у ЕПР. 
  

 За умов стресу даний фактор транслокується до апарату Гольджі. 
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 У даній органелі він розщеплюється обмеженим протеолізом за 
допомогою протеаз S1P та S2P, і, тим самим, активується. 

 Активний ATF6 швидко потрапляє у ядро, де індукує експресію 
декількох шаперонів ЕР (більшість - через ATF4), включаючи, 
наприклад: 

 
1. BiP/GRP78 (власний інгібітор), 

2. Кальретикулін (кальцій-зв’язуючий білок з шаперонними 

функціями), 

3. XBP1 (транскрипційний фактор), 

4. CHOP/GADD153 (шаперон широкого спектру дії, також 

проапоптичний транскрипційний фактор), 

5. Інші шаперони ЕПР (PDI, GRP94). 

 

 Дані шаперони здійснюють рефолдинг, зменшуючи стрес та 
стабілізуючи кальцій-транспортні процеси у ЕПР. 

 
СЛАЙД 93 – схема транспорту та дії ATF6. 
 
IRE1 - трансмембранний глікопротеїн двох основних типів, які у ссавців 

кодуються 2 генами даного білка –IRE1α та IRE1β відповідно.  

 Даний білок характеризується двома ферментативними 
активностями свого цитоплазматичного домену: 
 

o кіназною,  
o РНК-азною.  

 

 Основна функція - забезпечення рефолдингу невірно згорнутих 
білків.  

 Також дані білки спричинюють деградацію мРНК, послаблюючи 
інтенсивність трансляції. 

 Стрес ЕР призводить до аутофосфорилювання IRE1 та активації 
його РНК-азної активності.  

 Активні IRE1α та IRE1β відщеплюють послідовність довжиною 26 
нуклеотидів з кодуючого регіону мРНК XBP1.  

 В результаті цього зріла мРНК піддається трансляції, що 
призводить до появи активного транскрипційного фактора XBP1. 
 
СЛАЙД 94 – функція IRE по відношенню до XBP1. 
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 Мішенню даного фактора є гени певних шаперонів стресу ЕПР, у 
тому числі й BiP/GRP78.  

 Ще однією відомою функцією IRE1β, як нуклеази, є репресія 
трансляції через розщеплення 28S-рРНК у відповідь на стрес ЕПР. 

 
Таким чином, одночасна активація ATF6 та IRE1 потрібна для продукції 

достатніх кількостей активного XBP1, без якого клітинна відповідь на стрес 
ЕР є неможливою. 

 

 За умови тривалого стресу ЕР постійна активність PERK призводить 
до зупинки клітинного циклу у фазі G1. 

 До того ж, існування активного шляху PERK/ATF4 за даних умов 
призводить до індукції експресії проапоптичного 
транскрипційного фактора CHOP/GADD153, який спричинює 
апоптичну загибель, сприяючи транслокації Bax у мітохондрії.  

 
СЛАЙД 95 – схема зв’язку між ЕПР та мітохондріями через стрес ЕПР. 
 

 Тривала активація IRE1 також призводить до апоптозу.  

 Даний фактор може активувати апоптичну сигнальну кіназу-1 
(ASK1) через залучення Jun N-кінцевої інгібіторної кінази (JIK) та 
білку TRAF2.  

 Було припущено, що активна ASK1 здатна активувати кіназу JNK та 
каспазу 9 (можливо, посередництвом каспази 12). 

 
СЛАЙДИ 91 та 96. 
 

 Ще одним можливим шляхом активації апоптозу через стрес ЕР є 
залучення ініціаторної каспази-12, яка вважається асоційованим 
виключно з ЕР проксимальним ефектором апоптозу. 

 Наразі відомо два механізми активації прокаспази-12: 
o Прокаспаза-12 у неактивній формі приєднана до TRAF2 на 

мембрані ЕР з її цитозольної сторони. У випадку розвитку 
стресу ЕР TRAF2 приєднується до активного IRE1, що 
призводить до вивільнення та активації каспази-12, яка, у 
свою чергу, здатна активувати протеолізом ефекторні 
протеази та спричиняти апоптоз. 

 
СЛАЙД 91 – перший шлях активації прокаспази 12. 
 

o Прокаспаза-12 для активації зазнає обмеженого протеолізу з 
боку кальцій-залежних цистеїнових протеаз – кальпаїнів у 
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цитозолі, які, у свою чергу, активуються кальцієм, що був 
вивільнений з ЕР у результаті стресорних подій у ЕПР та 
дисбалансу кальцій-транспортних процесів у ньому. 
 

СЛАЙД 78 – другий шлях активації прокаспази 12. 
 

 Кальпаїни, поряд з каспазами, також приймають участь у 
апоптичній деградації клітини (наприклад, у клітинах HL-60, де 
апоптоз індукувався камфотецином).  

 Інгібітором цього класу протеаз є кальпастатин, який за апоптозу 
інактивується розщепленням екзекуторними каспазами або 
самим кальпаїном.  

 Було також відкрито так званий каскад кальпаїну-катепсину –
показано, що активовані кальпаїни індукують вивільнення 
лізосомальних катепсинів та подальший апоптоз. 

 

 Залучення каспази-12 до апоптозу, індукованого в ЕПР зараз під 
питанням. 

 Даний фермент не є абсолютно необхідним для розвитку 
стресорних форм апоптозу, оскільки було виявлено, що клітини, 
нокаутні за основними ініціаторними каспазами – 8 та 9, є майже 
нечутливими до апоптозу, викликаного стресом ЕПР.  

 Більше того, виявилося, що людський аналог гену каспази-12 
мурчака кодує білок без протеолітичної активності. 

 

 Існують певні думки щодо механізмів активації каспази-8 за умов 
стресу ЕПР.  

 Одним з можливих шляхів такої активації називають шлях із 
залученням недавно відкритого потенційного ініціатора апоптозу 
– NRADD - так званого спорідненого до нейротропінового 
рецептора білку з доменом загибелі (DD), який походить з ЕПР.  

 Даний білок має близьку гомологію до класичних рецепторів 
загибелі у цитозольному та трансмембранному регіонах 
молекули. 

 Виявлено, що індукція апоптозу за допомогою NRADD включає у 
себе обов’язковий етап активації прокаспази-8, але не потребує 
мітохондріальних апоптичних факторів, отже, така загибель є суто 
рецепторною, але пов’язаною зі стресом ЕПР. 

  Цікавим є також той факт, що короткий N-глікозильований 
термінальний домен даного білку є обов’язково необхідним для 
проапоптичних властивостей – його відсутність призводить до  
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появи вкороченої форми NRADD, яка має протекторні 
антиапоптичні властивості. 

 
Окрім власне індукції клітинної загибелі стрес ЕПР може мати місце у 

класичному зовнішньому шляху апоптозу із залученням рецепторів клітинної 
смерті, а також – у внутрішньому, викликаному пошкодженням ДНК.  

Наприклад, мобілізація кальцієвих депо ЕПР може призвести до 
підвищення чутливості  мітохондрій до низки апоптичних стимулів. 

Також було відкрито преапоптичний активаційний комплекс, який 
формується на цитозольній стороні мембран ЕПР та включає в себе: 

 
1. Bap31 - центральний інтегральний білок комплексу, має масу 28 

кДа, та є асоційованим з рецепторами В-клітин. Даний білок 

приєднується до мембрани за рахунок трьох трансмембранних 

доменів з N-кінцем, що направлений у люмен ЕПР, та С-кінцем у 

цитозолі. На С-кінці розташовані лейцинові зіппери, що 

перекриваються, та гомологічні регіони DED, що з обох боків 

фланковані ідентичними сайтами розщеплення для каспаз. 

2. Прокаспазу-8 - форму 8L, яка відрізняється від звичайної каспази 8 

довшим продоменом, 

3. Bap29 - гомологічний до Bap31 білок,  

4. Імуноглобулін IgD. 

 За нормальних умов Bap31 приєднаний до прокаспази-8L та білків 
Bcl-2  або Bcl-XL на мембрані ЕПР.  

 Дані антиапоптичні білки можуть бути заміщені білком Spike (з 
родини BH3-білків).  

 Цей білок зв’язується виключно з комплексом Bap31 в ЕПР.  

 Оверекспресія Spike призводить до активації каспази-8 та 
апоптозу. 

 Особливу роль у функціонуванні комплексу відіграє білковий 
фактор регуляції DECC. 
 

СЛАЙД 96 –схема дії даного комплексу. 
 

 Bax, який не входить до складу комплексу, може одначе інгібувати 
зв’язування Bcl-2 з Bap31, що, знову ж таки, призводить до 
активації каспази-8.  

 Показано також, що активна каспаза-8 здатна розщеплювати    
Bap31 та генерувати проапоптичний фрагмент останнього – так 
званий фрагмент р20. 
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 Виявлено, що фрагмент р20 також здатен індукувати значне 
порушення структури мітохондрій через втрату регуляції 
кальцієвого транспорту через мембрани останньої, що викликає 
посилення вивільнення цитохрому с з них. Тобто у даному прикладі 
ми маємо зв’язок між неселективною проникністю 
(пермеабілізацією) мітохондріальних мембран, про яку мова піде 
пізніше, та стресом ЕР. 

 

 ЕПР також відіграє певну роль у раніше розглянутих формах р53- 
та р73-залежного апоптозу, що індукований пошкодженням ДНК.  

 Так обидва білки можуть індукувати експресію білку Scotin, який 
здатен локалізуватися у мембрани ЕПР та ядра.  

 Показано, що експресія та транслокація Scotin викликає типову 
каспазо-залежну форму апоптозу, в той час як інгібування такої 
експресії призводить до інгібування р53 залежного апоптозу в 
клітинах. 

  

 Нарешті, одним з доказів існування пов’язаних з ЕПР каспазо-
незалежних форм загибелі є те, що сполуки групи вітаміну D здатні 
індукувати апоптоз у клітинах MCF-7, залежний лише від 
кальпаїнів, а не від каспаз.  

 Схожі результати були отримані за індукованого антрацикліном 
апоптозу кардіальних міоцитів, нейронів та клітин підшлункової 
залози. 

 Це може свідчити про одну з головних ролей ЕПР у незалежних від 
каспаз формах КЗ.  

 
 

Роль лізосом у апоптозі 
 

Насьогодні відомо достатньо апоптичних індукторів, які спричинять 
каспазо-незалежну форму апоптозу у різних типах клітин, серед яких варто 
відмітити: 

 
1) Камптотецин – залежний від катепсину D апоптоз гепатоцитів. 

2) Кладрибін – залежний від AIF апоптоз лейкемічних клітин 
людини. 

3) Доксорубіцин – залежний від кальпаїнів апоптоз 
кардіоміцитів, також апоптоз клітин гострої мієлоїдної 
лейкемії та нейробластоми з неідентифікованими 
посередниками. 
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4) Паклітаксель – залежний від катепсину В апоптоз клітин 
NSCLC, залежний від AIF апоптоз клітин карциноми яєчників. 

5) Триоксид миш’яку – апоптоз клітин мієломи та Т-лімфоми з 
неідентифікованим посередником. 

6) Ставроспорин - залежний від AIF апоптоз клітин NSCLC, 
залежний від катепсину D апоптоз фібробластів, залежний від 
обох вищенаведених посередників апоптоз                      Т-
лімфоцитів. 

7) Флавопіридол – залежний від AIF апоптоз клітин гліоми. 
8) Вітамін D – залежний від кальпаїнів апоптоз клітин пухлини 

грудей. 
9) Антибіотики хінолонового ряду (ципрофлоксацин, 

норфлоксацин) – залежний від катепсинів B та D (з 
мітохондріальною стадією) апоптоз клітин деяких типів у 
мишей та людей. 
 

СЛАЙД 97, зліва – структура ципро- та норфлоксацину відповідно. 
 

Багато з даних форм каспазо-незалежного апоптозу мають своїми 
посередниками катепсини – кислі протеази лізосомального походження. 
Отже, можна зробити висновок, що, очевидно, апоптоз також може 
проходити через порушення структурної цілісності мембран лізосом.  

 
Окрім хімічних речовин, такий апоптоз може викликатися низкою 

патологічних станів та цитотоксичних ефекторів:  
 

1. Окисний стрес, 

2. Недостатність ростових факторів, 

3. Ліпідний вторинний месенджер сфінгозин, 

4. Лізосомотропні токсини (гідроксихлороквін). 

 

СЛАЙД 98, зправа – структура гідроксихлороквіну. 
 

 В залежності від сили та масштабності пошкодження лізосом, 
розвивається апоптоз або некроз.  

 Більшість дослідників вказує на прямий та нерозривний зв’язок 
лізосомальної стадії апоптозу з мітохондріальною, оскільки у 
клітинах з даним типом загибелі відбувається майже одночасне 
порушення структури та функції обох цих типів органел. Але точну 
природу такого зв’язку ще не з’ясовано. 
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 Існує певний зв’язок між порушенням бар’єрної функції мембран 
лізосом та активацією апоптичних функцій р53. 

 Також є дані про те, що лізосомальний стрес може 
опосередковуватись активацією кіназ JNK через рецепторні 
комплекси (траддосома). 

 
Було виявлено, що у процесі порушення мембранної цілісності лізосом 

відбуваються: 
 

1. Вивільнення лізосомальних протеаз – катепсинів, 

2. Зниження лізосомального градієнту рН, 

3. Активація проапоптичних білків Bax та/або Bak, 

4. Поява неселективної проникності мітохондріальних мембран. 

 
Катепсини (від грецького kata-«вниз» та hepsein - «кип’ятити») – є 

кислими (активуються за низького значення рН), переважно цистеїновими, 
лізосомальними протеазами. Вперше були відкриті у 1949 році. 

 
Насьогодні існує 15 членів родини катепсинів. 
 

СЛАЙД 98 – представники родини катепсинів. 
 
Не всі катепсини працюють виключно у лізосомах. Наприклад катепсин 

К приймає участь у процесі резорбції кісткової тканини після секреції 
остеобластами у міжклітинне середовище. 

 
Окрім апоптозу, активність катепсинів пов’язана з:  

 Онкогенезом (в основному, катепсин В та D), 

 Інсультом, 

 Інфарктом (збільшена активність катепсину В), 

 Хворобою Альцгеймера (недостатня активність катепсину В), 

 Артритом, 

 Еболою (катепсини L та B необхідні для проникнення вірусу у 
клітини хазяїна),  

 Хронічною обструктивною хворобою легень, 

 Хронічними перідонтитом, 

 Хворобами очей – кератоконусом, відшаровуванням сітківки, 
глаукомою, віковими патологічними змінами очей, 

 М’язевою дистрофією (збільшена активність катепсину А), 

 Галактосіалідозами (недостатня активність катепсину А) 
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Докази залучення катепсинів до шляхів апоптозу: 

 

 Найбільш відомими катепсинами у апоптозі є В та D. 

 Катепсин D є прямим активатором Bax. 

 Катепсини H, L, S та K можуть активувати Bid розщепленням 
принаймні in vitro.  

 Катепсини також є важливими посередниками апоптозу 
індукованого сфінгозином, працюючи на стадії, що передує 
активації каспаз та зміні мембранного потенціалу мітохондрій. 

 
СЛАЙД 99 – участь катепсинів у апоптозі. 

 
СЛАЙД 100 – схема участі лізосом у апоптозі. 

 
Цитоскелет у апоптозі 

 
Відомо, що цитоскелет:  

 відіграє значну роль у підтриманні інтегральної та функціональної 
цілісності клітини: 

 є сайтом приєднання зовнішньоклітинного матриксу для певних 
типів клітин,  

 здійснює та контролює транспорт органел та молекул,  

 відповідає за підтримання фізіологічних функцій клітини та її 
поділ.  

 
СЛАЙД 101 – структура та компоненти цитоскелету. 

 
Не дивно, що втрата контакту клітини із зовнішнім матриксом або інші 

форми порушення функціонування цитоскелету ведуть до апоптозу. 
 

 Центральними регуляторами актинового цитоскелету є спеціальні 
білкові фактори - інтегрини, які: 

o опосередковують приєднання клітини до матриксу ззовні,  
o приймають участь у передачі сигналів виживання.  

 
СЛАЙД 102 – структура інтегринів. 
 
СЛАЙД 103 – роль інтегринів у клітинних функціях. 

 
Саме втрата контакту інтегринів з цитоскелетом призводить до 

деполімеризації  актинових філаментів та, у кінцевому рахунку, до апоптозу. 
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Захист інтактності інтегринів та цілісності цитоскелету здійснюється: 
1) білком Bit1 (асоційованим з мітохондрією),  
2) BH3-білками Bim та Bmf.  

 
У випадку порушення такої цілісності, інтактності та динаміки 

мікротрубочок, дані білки виступають передатчиками апоптичних сигналів. 
 
Bit1 - локалізований на зовнішній мітохондріальній мембрані, але 

вивільняється у цитозоль у випадку втрати контакту інтегринів цитоскелетом. 
  

 У цитозолі Bit1 формує комплекс з так званим транскрипційним 
корегулятором (або «амінотермінальним енхансером 
розщеплення») AES,  

 Такі події призводять до індукції апоптозу через каспазо-
незалежний механізм, який до сих пір досконало не вивчений.  

 Відновлення контакту інтегринів з матриксом знижує ймовірність 
формування даного комплексу та інгібує апоптоз. 

 

 Хімічні агенти, які здатні до руйнації мікротрубочок, такі, як 
паклітаксель (Таксол), широко застосовуються для антиракової 
терапії у якості ефективних промоторів апоптозу ракових клітин 
через інгібування динаміки мікротрубочок. 

 Руйнування мікротрубочок також призводить до активації р53, що 
зупиняє клітинний цикл у фазі G2/M. Якщо клітини не зможуть 
подолати дану зупинку вчасно, розвинеться апоптоз за 
мітохондріальним шляхом. 

 
Bim та Bmf- BH3-білки з родини Bcl-2. 
 

 Bim негативно регулюється інтегринами та EGFR. 

 Bim активується у відповідь на порушення цілісності цитоскелету, 
особливо - від’єднання клітини від зовнішнього матриксу. 
  

 Альтернативний сплайсинг дає три ізоформи даного білку: 
o BimS, 

o BimL, 

o BimEL. 

 

 Дві останніх форми можуть приєднуватися до LC8, який є 
компонентом динеїнового рухливого комплексу мікротрубочок.  

 Приєднані до цитоскелету Bim та Bmf є неактивними. 
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 Одначе у зрілих Т-клітинах більшість даних білків виявляється на 
поверхні мітохондрій, де вони залишаються неактивними завдяки 
димерізації з Bcl-2 або Bcl-XL.  

 Більше того, Bcl-2 позитивно активується внаслідок відновлення 
контакту клітини з матриксом, таким чином, попереджає апоптоз.  

 Виявлено також, що майже одразу після від’єднання клітини від 
матриксу відбувається активація Bax та індукція апоптозу за 
мітохондріальним каспазо-залежним шляхом. 

 Було також показано, що активований Bim здатен сприяти 
активації каспаз та димеризації Bax. 

 
СЛАЙД 104 – регуляція активності Bim у клітині. 
 
СЛАЙД 105 – місце Bim у апопточних шляхах. 
 
 
 

Тема 9. Апоптичні ендонуклеази 
 

 
Здійснення різних етапів деградації хроматину за апоптозу 

пов’язують з проявленням активності різних ферментів нуклеазного типу 
– так званих апоптичних ендонуклеаз.  

На сьогодні не існує єдиного уявлення щодо ендонуклеази, яка 
здійснює розщеплення хроматину за апоптозу, тому на цю роль 
пропонуються різні варіанти ферментів. 

 
 

Ферменти ядерного та мітохондріального походження 
 
Вважають, що крупномасштабна фрагментація ДНК за апоптозу 

здійснюється за участі наступних ферментів: 
  
1) Топоізомераза ІІ – розміщена у місцях приєднання хроматину до 

ламін ядерного матриксу та є Mg2+-залежним ферментом. 
Топоізомераза ІІ може брати участь у початковій фрагментації ДНК 
двома шляхами:  

 вносити подвійні розриви у ділянки прикріплення петель 
хроматину, 

 змінювати топологію ДНК, забезпечуючи кращу 
доступність хроматину для нуклеолітичної атаки.  
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Виявлено, що у апоптичних клітинах з фрагментованою ДНК 
відбувається специфічне протеолітичне розщеплення за участю 
топоізомерази ІІ з утворенням фрагментів ДНК по 50 тис. пар основ 
з наступним протеолізом самого ферменту.  

 
2) АТ-чутливі ендонуклеази (АТЕ) - здійснюють однониткові розриви 

у збагачених на АТ ділянках ДНК у місцях прикріплення до 
ядерного матриксу, а також у лінкерних ділянках. У таких 
ушкоджених ділянках ДНК відбуваються конформаційні зміни та 
посилюється чутливість до нуклеаз, які здійснюють подальшу 
міжнуклеосомну фрагментацію ДНК. 
  

3) Ендонуклеаза G- фермент мітохондріального походження, не є 
специфічною до послідовності ДНК та вносить одноланцюгові 
розриви, внаслідок чого формуються фрагменти близько 50 тис. 
п.о. Фермент діє незалежно від каспаз. Доведено також участь 
ендонуклеази G у апоптозі під час раннього ембріогенезу. 

 
Ферментами, які здійснюють мілкомасштабну (5000 п.о. і менше) та 

міжнуклеосомну (кратну 200 п.о. )деградацію ДНК за апоптозу, є такі: 
 

1) Са2+,Mg2+-залежна ДНКаза І - секреторний фермент з 
молекулярною масою 35 кДа, який здійснює загальне розщеплення 
нуклеїнових кислот, тому не має особливої специфічності до лінкеру. 

 
СЛАЙД 106 – модель структури ДНК-ази І. 

 
2) Са2+,Mg2+-залежні малі нуклеази – ферменти з 

молекулярною масою 27 кДа та 29 кДа знайдені у гепатоцитах, масою 
25 – 31 кДа – у тимусі. Ці ферменти: 

a. активуються за нейтральних рН,  
b. пригнічуються йонами цинку та ауринтрикарбоновою 

кислотою, 
c. мають специфічність до лінкерних ділянок ДНК.  

 
3) Ендонуклеази масою близько 18 - 25 кДа - білки з Са2+, Мg2+-

залежною ендонуклеазною активністю, які утворюються зі спільного 
поліпептида-попередника з молекулярною масою 145 – 400 кДа.  

a. Яскравим прикладом таких ендонуклеаз є Са2+,Mg2+-залежна 
ендонуклеаза NUC18, яка активується за апоптозу тимоцитів, 
викликаного глюкокортикоїдами.  

b. Її активація можлива також і у нормальних клітинах.  
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c. NUC18 за умов норми входить до складу високомолекулярного 
комплексу (більше 100 кДа). 

d. За дії апоптичного чинника фермент виходить з комплексу у 
активній низькомолекулярній формі (18 кДа). 

 

4) Дезоксирибонуклеаза  - її активація виявлена під час 
індукованого радіацією апоптозі тимоцитів Активність даного 
ферменту проявляється при нейтральних рН і одночасній присутності 
іонів Са2+ та Мg2+. В його результаті дії утворюються 3´-ОН/5-´Р-
олігонуклеосомні фрагменти. 

 
 

Ендонуклеази цитозольного походження 
 
Нагатою зі співробітниками у цитоплазматичних екстрактах було 

виявлено нуклеазу CAD (caspase-activated DNАse) або DFF (DNA fragmentation 
factor), яка активувалась під дією каспази 3. Насьогодні ця нуклеаза 
вважається основною апоптичною.  

 

 Дана ендонуклеаза існує у цитозолі у формі гетеродимеру, що 
складається з наступних субодиниць: 
  

1) каталітичної - CAD /DFF40, 
2) інгібіторної - ICAD/DFF45. 

 

 У  вигляді такого цитозольного комплексу з двох субодиниць 
ендонуклеаза є неактивною. 

 Фермент активується у ядрі за умови від’єднання інгібіторної 
субодиниці ICAD внаслідок протеолітичного розщеплення 
останньої каспазою 3.  

 
СЛАЙД 107 –схема активації CAD та модель структури активного ферменту. 

 

 CAD має оптимум рН 7,5, потребує Mg2+, але не є Са2+-залежною, 
інгібується йонами цинку.  

 Сигналом для активації CAD є вже існуючі розриви ДНК.  

 Даний фермент використовує у якості субстрату переважно 
хромосомну ДНК, оскільки за присутності гістонів його активність 
підвищується у 7 разів.  

 Припускають, що дана ДНК-аза діє на лінкерну ділянку, де 
знаходяться гістон Н1 і НМG-білки. 
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Отже, процес деградації хроматину за апоптозу клітин здійснюється у дві 
стадії та за участі різних типів ендонуклеаз.  

Потенційними регуляторами функціонування ендонуклеаз, які 
здійснюють фрагментацію ДНК, можуть бути протеолітичні ферменти.  

 

 З одного боку, розщеплюючи білки, які зв’язані з ДНК і захищають 
її від дії нуклеаз, протеїнази обумовлюють прямий контакт ДНК з 
ендонуклеазами з її подальшою деградацією,  

 З іншого боку, протеїнази можуть безпосередньо активувати 
ендонуклеази шляхом їх обмеженого протеолізу. 

 
 
 

Тема 10. Особливості інших форм клітинної загибелі  
 
 

Некроз 
 

Некроз – швидка і брутальна форма дегенерації клітин або їх окремих 
компонентів, викликана особливо потужними патологічними стимулами. 

 

 Некроз, як правило: 
o є раптовим та масовим процесом, 
o вражає численні клітинні популяції, 
o характеризується набуханням цитоплазми та органел,  
o включає стадії дестукції органел,  
o характеризується втратою цілісності та бар’єрної функції 

плазматичної мембрани та порушенням інтактності 
мембран окремих органел,  

o закінчується вивільненням внутрішньоклітинного вмісту у 
навколоклітинне середовище, а, отже, і наступною 
індукцією запального процесу. 

 
СЛАЙД 108 – загальна схема індукції некротичної загибелі. 
 
У термінології патофізіологів некрозом прийнято називати також 

присутність мертвих тканин або клітин, тобто, результат патології, які 
виникли у клітинах вже після смерті останніх, незалежно від форми загибелі.  

 
Іноді буває так, що некроз розвивається вже на основі іншої, 

попередньої, форми загибелі. Первинною формою може бути будь-яка, у 
тому числі і апоптоз.  
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У такому випадку говорять про явище так званого вторинного некрозу, 
найрозповсюдженішою причиною якого вважають відсутність фагоцитозу 
сформованих апоптичних тілець, які в результаті цього можуть втрачати свою 
цілісність. Це і призводить, до вторинного або апоптичного некрозу. 

 
СЛАЙД 109 – зміни мофології клітин під час переходу від апоптозу до 

вторинного некрозу. 
 
 

Онкоз 
 

Онкоз (від латинської onkos – «набухання», «розпирання») визначається 
як прелетальний шлях, що веде до клітинної загибелі з обов’язковими 
вираженими: 

 
1) набуханням та втратою цілісності клітин, органел,  
2) появою різноманітних вигинів та деформацій ПМ та мембран 

органел, 
3) підвищенням мембранної проникності та повною або частковою 

втратою бар’єрної функції мембран. 
 

Процес онкозу практично завжди ініціюється спустошенням та 
недостатністю енергетичних запасів клітини та веде до порушення 
функціонування мембранних йонних помп (в основному, в ПМ). 

 
Причинами онкозу можуть бути: 
 

 Дія токсичних та/або патологічних агентів, які порушують 
генерацію АТФ або індукують процеси, що призводять до 
неконтрольованого спустошення енергетичних запасів, 

 Порушення регуляції активності (оверактивність) певних 
ферментів, що каталізують основні процеси метаболізму. 

 
Передумови онкозу: 
 

1) Онкоз часто пов’язують з функціонуванням ферменту - поліАДФ-
рибозополімерази (ПАРП). 
 

Даний фермент:  

 Локалізується у ядрі. 

 Активується через детекцію розривів ДНК. 
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 Активована ПАРП каталізує додавання поліАДФ-рибози до ряду 
білків – поліАДФрибозилювання, наприклад, гістонів. 

 У випадку невеликого пошкодження ДНК ПАРП опосередковує 
процеси репарації.  

 За умови важких і численних пошкоджень ДНК посилена 
активність ПАРП може призвести до спустошення запасів одного з 
її субстратів – НАД.  

 Ресинтез НАД зменшує кількість  АТФ. 

 Якщо клітинний пул АТФ не поповнюється, можливий розвиток 
онкозу.  

 Тому онкоз, як правило, може виникати у відповідь на масові та 
важкі пошкодження ДНК (наприклад, під дією іонізуючого 
випромінювання). 

 
У процесі апоптозу каспази розщеплюють і інактивують ПАРП, що 

призводить до збереження потрібної для розвитку даного типу загибелі 
кількості АТФ, навіть якщо пошкодження ДНК бувають численними. 
 

2) Ще одною передумою онкозу може бути різка зміна рівнів вільного 
цитозольного кальцію: 

 
o Збільшена концентрація кальцію у цитозолі, як ми уже відмічали, 

може активувати кальпаїни, які розщеплюють білки ПМ та 
цитоскелету, що сприяє втраті мембранами їх бар’єрних функцій, 

 
o Підвищення кількості йонів кальцію у цитозолі також ініціює 

транслокацію цитозольної фосфоліпази А (PLA) до клітинних 
мембран, де завдяки гідролізу фосфоліпідів цим ферментом 
порушується мембранна цілісність. 

 
Онкоз, який розвивався у відповідь на патогенну  інфекцію, був 

спостережений на низці експериментальних моделей.  
 
Приклади моделей: 
 

o Інфекція ротавірусами клітин МА104 призводить до онкозу, з 
підвищенням концентрації вільного кальцію у цитозолі, у якості 
якості обов’язкого попереднього етапу, 

o інфекційний процес, викликаний Pseudomonas aeruginosa, індукує  
онкоз у макрофагах та нейтрофілах. 
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У даних типах клітин спостерігається:  
 

1) набухання органел, 
2) швидка поява розривів та інших порушень структури ПМ, 
3) набухання ядра та деструкція ДНК за типом 

міжнуклеосомної фрагментації. 
 
 

Піроптоз 
 

Піроптоз (від грецького pyros – «вогонь», «лихоманка») – форма 
загибелі, яка є найбільш новітньою, тому найменш вивченою та описаною.  

Відкриття піроптозу відбулося завдяки вивченню інфекційних 
властивостей бактерій видів Salmonella та Shigella, тому цей термін 
використовується для опису процесів клітинної загибелі, що виникають у 
відповідь на інфекцію організму цими бактеріями. 

  
Піроптоз є, без сумніву, запальною формою загибелі, оскільки є 

залежним від активності прозапальної каспази 1. Нокаутні за цією каспазою 
клітини нормально реагують на апоптичні чинники. 

 

 Найбільш важливою функцією каспази-1 у запальних процесах є 
забезпечення дозрівання та активації цитокінів запалення IL-1 та 
IL-18.  

 Активація каспази-1 у макрофагах, уражених Salmonella або 
Shigella, призводить до дозрівання даних цитокінів. 

 Активація каспази-1 у процесі піроптозу була вже доведена для 
клітин імунної, нервової та серцево-судинної систем, що говорить 
про важливу роль даної форми загибелі у біологічних системах. 

 
 
 

Тема 11. Молекулярні механізми автофагії  
 
 

Загальна характеристика та види автофагії 
 

Автофагія – (від грецького autos – «сам себе», та phagos – «пожирання») 
- еволюційно консервативний, регульований процес деградації клітинних 
компонентів, що проявляється або у процесі розвитку, або у відповідь на 
стресорні чинники. 
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Насьогодні відомо два основних типи деградації клітинних компонентів: 
 

1) Убіквітиновий/протеасомний шлях – деградація 
короткоживучих білків ссавців, більш тонкий та селективний.  

2) Лізосомальний/аутофагічний шлях – деградація 
довгоживучих білків та навіть цілих органел, має низку спільних 
стадій з фагоцитозом. 

  
СЛАЙД 110 – схема будови та дії протеасоми. 
 
СЛАЙДИ 111 та 112 (зліва) – роль лізосом у фагоцитозі та аутофагії. 
 
СЛАЙД 113 – функції лізосом. 
 

Вперше морфологію аутофагічних клітин показали на клітинах ссавців, 
молекулярний аналіз був проведений на дріжджах.  

 
Три типи автофагії виявлено: 
 
1) Мікроаутофагія, 
2) Макроаутофагія, 
3) Шаперон-опосередкована аутофагія. 

 
Перші два типи присутні у майже всіх організмах, третій властивий 

лише ссавцям.  
 
Мікроавтофагія –поглинання наближених ділянок цитоплазми разом з 

невеликими білками та іншими малими молекулами поверхнею лізосом 
шляхом випинання, вгинання, інших деформацій лізосомальної мембрани. 

 
Макроавтофагія – лізосомальна деградація великих кількостей більших 

цитоплазматичних білків та навіть цілих органел, наприклад, мітохондрій, ЕР 
та пероксисом.  

 Відбувається всередині подвійномембранного пухирця 
нелізосомальної природи, який одначе, потім зливається з 
лізосомою.  

 Таке злиття або інтерналізація досягається спеціальним 
шаперонним білком, розташованим всередині лізосомального 
люмену.  

 Макроавтофагія є основним катаболічним процесом, 
направленим на розщеплення макромолекул і пошкоджених 
органел. 
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Цитологічний механізм автофагії 
 

Процес автофагії включає в себе формування так званої аутофагосоми. 
Таке формування відбувається в декілька фаз, серед яких виділяють: 

 
1) Ініціації, 
2) Збирання, 
3)  Дозрівання. 

 
Всі три фази є енергозалежними. 
 

 Процес починається з формування так званої фагофори - 
крестоподібної ізольованої ділянки мембрани органели, що 
піддається автофагії – фаза ініціації. 

 Саме фагофора і збирає докупи ті частинки (органели, білки, 
прилеглу цитоплазму), що потребують фагоцитування – фаза 
збирання.  

 Під кінець процесу збирання розширення та закриття фагофори з 
необхідним вмістом всередині і дає автофагосому.  

 Походження подвійної мембрани, що формується навколо 
аутофагосоми, дуже важко визначити, тому що, окрім 
лізосомальних маркерів, вона містить маркери ЕР, ендосом, а 
також певну частину цитоплазматичного вмісту. 

 Діаметр окремої аутофагосоми у деяких типах великих клітин 
ссавців може досягати навіть 0,5-1,5 мм.  

 

 Після цього автофагосома вступає у стадію дозрівання, що включає 
в себе збільшення розмірів за рахунок злиття цієї конструкції з 
додатковими ендосомами, перетворюючись аутоендосому 
(амфісому). 

 Далі відбувається злиття з амфісоми з лізосомами, що призводить 
до формування  аутолізосом. 

 Стадія дозрівання закінчується катаболічними перетвореннями 
вмісту автофагосоми за рахунок конститутивних ферментів 
лізосом. 

 
СЛАЙДИ 112, зправа, 114 та 117, зверху  – схема процесу утворення 
аутолізосоми. 

 
Отже, у процесі дозрівання аутофагосоми спочатку відбувається 

ендосомальне (утворення автоендосом), а потім лізосомальне 
(автолізосоми) злиття.  
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Вважається, що ендосомальний етап дозрівання дає можливість 
автофагосомі отримати ті маркери та фактори, які необхідні для подальшого 
дозрівання та злиття з лізосомами. 

 
Недозрілі та дозрілі автофагосоми можна легко відрізнити 

морфологічно за допомогою електронно-мікроскопічних досліджень: 
1) недозрілі форми мають два або більше мембранних шарів,  
2) дозрілі форми (автолізосоми) є одномембранними. 
 

СЛАЙД 115 – мікрофотографії різних стадій формування аутофагосом та 
аутолізосом. 

 

 Збирання компонентів майбутньої автофагосоми навколо 
фагофори у ссавців потребує участі спеціальних білків проміжних 
філаментів – цитокератину та віментину.  

 Злиття лізосом проходить за участі системи мікротрубочок 
цитоскелету.  

 
 

Біохімічний механізм ініціації та збирання аутофагосоми 
 
Найбільш добре стадії ініціації та дозрівання аутофагосоми вивчено на 

дріжджах. 
 

СЛАЙД 116 – схема збирання білкових факторів ініціації автофагії на 
фагофорі. 

 
У дріжджах існує дві основні системи кон’югації (контролю дозрівання) 

аутофагосоми: 
 

1. Система Аtg12: 
 

 Аналогами цитокератину та віментину у дріжджів є білки родини 
Atg або Apg, яких насьогодні відомо 13 видів (позначаються від 
Atg1 до Atg16). 

 Ці білки здатні прямо асоціювати з автофагічними  мембранами у 
процесі ініціації.  

 Було виявлено, що Atg12 здатен ковалентно приєднуватись до Atg5 
шляхом реакції, опосередкованої убиквітином. Причому перед 
даним приєднанням він послідовно асоціює з іншими білками – 
Атg7 та Atg10.  
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CЛАЙД 118 – схема першої системи кон’югації. 
 

 У подальшому, даний комплекс, який поводить себе, як одна 
молекула, нековалентно асоціює з ще одним білком родини – 
Atg16L.  

 Даний білок являє собою суперспіралізовану структуру, схожу на 
колаген.  

 Весь комплекс, утворений таким чином, має вагу близько 800 кДа і 
асоціаційований з мембраною майбутньої аутофагосоми в 
процесі фази збирання. 

 Комплекс Atg5-Atg12-Atg16L від’єднується від мембрани зразу 
після формування аутофагосоми, тобто, закінчення фази 
збирання. 
 

2. Система МАР LC3 (Аtg8): 
 

 Ще один білок – Atg8, так званий мембрано-асоційований білок 
легкого ланцюга 3, або, по-іншому, MAP LC3, асоціюється з 
мембраною впродовж майже всього процесу дозрівання. 

 MAP LC3 не одразу потрапляє у мембрану аутофагосоми –його 
цитозольна форма одразу після синтезу посттрансляційно 
модифікується до LC3II, потім шляхом обмеженого розщеплення 
за рахунок дії протеази Atg4 перетворюється на LC3I. 

 LC3I убіквітинується, що полегшує поєднання LC3 з Atg7 та Atg3. 

 Далі відбувається приєднання фосфоліпідів .  

 Саме у такій кон’югованій формі LC3 асоціюється з мембраною. 
 

CЛАЙД 118 – схема другої системи кон’югації. 
 

СЛАЙД 117, знизу  – участь білкових комплексів у збиранні аутофагосоми. 
 

 Критичну роль у ініціації збирання аутофагосом відіграє саме Atg5, 
оскільки у нокаутних за ним клітинах взагалі не спостерігається 
процесів аутофагії. 

 
СЛАЙД 119 – мікрофотографії, які ілюструють основну роль Atg5 за автофагії. 

  

 Ще одними білками, що є асоційованими з мембранами лізосом, 
є LAMP-1 та LAMP-2.  

 Дані білки асоціюються як з проміжними автофагосомами, так і 
зрілими автолізосомами. 
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 Завдяки їм відбувається активація катепсинів та кислих фосфатаз 
всередині автофагосом та залучення шаперонів та допоміжних 
білків до даного процесу, таких як: 

o HSP70,  
o HSP40,  
o HSC70, 
o Bag-1, 
o Hip, 
o Hop. 

  

 Саме завдяки білкам LAMP аутофагія, власне, і стає шаперон-
опосередкованою. 

 
СЛАЙДИ 120 та 121  – роль білків LAMP у процесі аутофагії. 

 
 

Шляхи трансдукції сигналу за автофагії 
 

Насьогодні показано, що автофагія може активуватися як за 
фізіологічних, так і за патологічних умов – у відповідь на дію широкого кола 
чинників клітинного стресу.  

Процес активації автофагії проходить із залученням декількох систем 
внутрішньоклітинної передачі сигналу. 

 

 Основні шляхи передачі сигналу за індукції автофагії у ссавців 
вивчені ще дуже мало.  

 Відомо, що фосфатидилінозитол-3-кінази (РІ3К) – ферменти, що 
відповідають за синтез фосфатидилінозитол-3,4,5-трифосфату 
(РІР3) з фосфатидилінозитол-4,5-дифосфату – є основними 
участниками шляху передачі сигналу за аутофагії: 

o РІ3К класу ІІІ потрібні для ранніх стадій формування 
аутофагосоми. 

o РІ3К класу І є інгібіторами індукції аутофагосоми.  
 

СЛАЙДИ 120 та 123  – місце комплексу PI3K у аутофагічному процесі. 
 

 Інгібіторами РІ3К класу ІІІ, а отже, і синергістами РІ3К класу І у 
пригніченні індукції аутофагічного процесу, можна назвати такі 
речовини, як: 

o Вортманін – фураностероїд, метаболіт грибів видів 
Penicillium funiculosum та  Talaromyces (Penicillium) 
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wortmannii, ковалентний специфічний інгібітор кінази, має 
IC50 близько 5 нM.  

o LY294002 – морфолінове похідне кверцетину. 
o 3-метиладенін . 

 
СЛАЙД 122  – структури даних інгібіторів. 
 

Основним регуляторним фактором аутофагії, окрім PI3K, варто також 
назвати так звану кіназу mTOR (target of rapamycin), яка у своїй активній 
формі є негативним регулятором автофагії.  

 
СЛАЙДИ 123, 124 та 125  – участь mTOR та PI3K у індукції аутофагії. 
СЛАЙД 126  – структура рапаміцину. 
 
 

Активаційні комплекси для PI3K 
 

З індукцією автофагії пов’язано два таких комплекси. 
 

1. Активаційний комплекс кінази класу ІІІ - утворюється в процесі 
формування автофагосоми, і локалізується на мембрані 
майбутньої фагосоми, складається з: 

 
1) РІ3К класу ІІІ,  
2) р150 - мембранозв’язаного білкового адаптера, який заякорює 

комплекс у мембрані, 
3) Білків Vps (Vps15,Vps34), 
4) Фактора Beclin 1 (bec-1) -  аналог дріжджового білку Atg6 . 

 
СЛАЙДИ 124 та 128. 

 
Вважається, що даний комплекс, через формування РІР3 може 

відігравати певну роль у залученні білків та мембранних компонентів до 
автофагічного шляху. Такий комплекс вважається активаційним по 
відношенню до аутофагії. 

 

 Ступінь експресії Beclin 1 прямо корелює з частотою утворення 
автофагосом. 

 Така експресія є зниженою у видозмінених клітинах більшості 
видів раку яєчників та молочної залози. 
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 Окрім асоціації з комплексом PІ-3К, Beclin 1 може приєднуватись 
також і до білків родини Bcl-2 – Bcl-2 та Bcl-XL. Отже, дані білки 
залучені до регуляції аутофагії, апоптозу та онкогенезу.  

 
CЛАЙДИ 128 та 129 – аспекти такої регуляції. 
 

2. Активаційний комплекс кінази класу І, що блокує формування 
аутофагосоми, і утворення якого пов’язане з дією ростових 
факторів, складається з: 

 
1) РІ3К класу І,  
2) PDK-1 – фосфатидилінозитид-залежної кінази, яка здатна до 

активації PKB/AKT. 
 
Даний комплекс діє через активацію AKT і вважається інгібуючим по 

відношенню до аутофагії. 
 

СЛАЙД 125 – схема дії такого комплексу. 
 
 

Регулятори аутофагії 
 

Cеред негативних регуляторів аутофагії виступають: 
1. Вільні амінокислоти (як кінцевий продукт розщеплення білків), 
2. АТФ.  

 

 Дія даних інгібіторів направлена головним чином на кіназу mTOR, 
яка забезпечує фосфорилювання білків mTOR-шляху. 

 Основною мішенню дії mTOR є кіназа p70S6, яка у свою чергу 
фосфорилює білок S6 у складі малої субодиниці рибосом.  

 Активна p70S6К індукує від’єднання рибосом від ЕР та інгібує 
cинтез білку і блокує індукцію аутофагії. 

 
СЛАЙД 125 – роль mTOR у активації p70S6К. 
 

Серед позитивних регуляторів автофагії варто зупинитися на: 
 

1) PTEN - продукт генів-супресорів пухлин. 
 
Роль PTEN полягає у сприянні дефосфорилюванню продукту PI3K PIP3 
до PIP2, а, отже, і до блокування шляху через Akt та інгібування 
активації mTOR, що, у свою чергу, активує автофагію. 
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СЛАЙД 125. 
 

2) Рапаміцин – інгібітор mTOR. 
 
Інгібування mTOR рапаміцином веде до активації фосфатази 2А та 
збільшує активність експресії білку LC3, і, в кінцевому рахунку, сприяє 
автофагії.  
 

СЛАЙД 127. 
 

3) G-білки (RAS, RAF1). 
 

 Формування автофагічних везикул потребує гідролізу ГТФ на стадії 
збирання докупи білків та органел, призначених для лізису.  

 Такий гідроліз, як у більшості випадків, контролюється 
гетеротримерними G-білками та їхніми партнерами (залежними 
від них кіназами), що також беруть участь у процесах мембранного 
транспорту за піно- або екзоцитозу. Такими білками є, відповідно: 

o RAS, 
o RAF1. 

 

 Активація даних білків призводить до активності кіназ MEK1/MEK2 
та ERK1/ERK. 

 Інгібітором G-білків у даному випадку виступає AKT. 

 Інгібіторами даного шляху також є вільні амінокислоти. 
 

CЛАЙДИ 127 та 130 – схема даного шляху. 
 

Шлях збирання компонентів для лізису за участю ГТФ: 

1) ГТФ гідролізується тримером Gi3.  

2) Gi3 міцно зв’язує отриманий ГДФ. 
3) В результаті активуються кінази ERK 1 або 2. 
4) ERK 1 або 2 фосфорилює залишок серину у активаційному білку 

GAIP (G-interacting protein). 
 
Оскільки біосинтез білку є необхідним для подальших стадій автофагії 

на рівні як збирання, так і дозрівання аутофагосоми, більшість типів 
аутофагії, індукованих недостатністю поживних речовин або вірусними 
інфекціями також додатково регулюються пов’язаним з синтезом білку 
сигнальним шляхом за участю PKR – кінази. 

PKR, у свою чергу, фосфорилює фактор елонгації eIF-2a у клітинах 
ссавців, що призводить до інгібування біосинтезу білку. 



86 

 

Одначе даний шлях вивчено поки що не дуже добре. 
 
СЛАЙД 131 – роль PKR у індукції аутофагії. 
 
 

Фізіологічна роль автофагії 
 

Аутофагія відбувається на базовому рівні майже у всіх тканинах вищих 
еукаріот, і, у даному випадку, призначена для оновлення цитоплазматичних 
компонентів.  

Вона також відіграє важливу роль у розвитку, диференціації та 
формотворенні тканин. 

 
Основні ролі автофагії: 
 

1) Підтримання тканинного та клітинного гомеостазу. 
 

 Полягає у постійному оновленні компонентів клітини через 
знищення непотрібних або змінених білків, а також 
пошкоджених органел. 

 Знищення, як і протеасомальне, здійснюється за участю 
убіквітину.  

 Автофагія допомагає утримувати та доповнювати необхідний за 
об’ємом пул амінокислот, що важливо для глюконеогенезу та 
синтезу необхідних білків у стані  норми та голодування 
організму.  

 Аутофагія є необхідним механізмом у випадку, коли потрібне 
знищення великої кількості клітинних компонентів у мертвих 
клітинах, а доступних зовнішніх фагоцитів недостатньо для цієї 
задачі.  

 Нарешті, автофагія може слугувати також у якості механізму, який 
попереджає старіння, зменшуючи пошкоджуючий вплив 
окисного стресу під дією АФК, що продукуються пошкодженими 
мітохондріями. Такі мітохондрії можуть знищуватися за 
допомогою аутофагії. 

 
2) Роль у регуляції розвитку тканин. 

 

 Автофагія посилюється у тканинах, які зазнають формотворення 
та/або диференціації. Наприклад, у: 
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o Ембріональній нирці,  
o Ембріональних легенях,  
o Кишечнику плоду,  
o Регресуючих мулеріанових протоках,  
o інволюючих тканинах молочної залози,  
o Кератинізуючій шкірі.  

 Оскільки виживання нових тканин сильно залежить від кількості 
необхідних амінокислот, аутофагія є критичною для виживання 
таких тканин у період розвитку. Наприклад, втрата білку Beclin 1 
призводить до загибелі ембріонів миші, що говорить про те, що 
автофагія є необхідною для виживання ембріональних тканин 
ссавців. 

 Автофагія також залучена до тканино-специфічних стадій 
розвитку, таких як елімінація рибосом та мітохондрій у 
еритроцитах після вилучення з них ядра.  

 Цікаво, що подвійно-увігнута форма еритроцита частково 
утворюється за рахунок поступового вилучення автофагічної 
вакуолі. 

 Процеси автофагії також прямо пов’язані з біосинтезом 
нейромеланіну у дофамінергічних нейронах чорної субстанції 
мозку, та у біогенезі сурфактантів у пневмоцитах.  

 
3) Розвиток аутофагічної відповіді. 

 

 Як правило, явища автофагії можуть виникати на субклітинному 
рівні у випадку недостатності поживних речовин або ростових 
факторів.  

 Такий тип автофагії може бути пригнічено за умови відновлення 
постачання поживних речовин до клітин.  

 Присутність поживних речовин, одначе, не гарантує присутність 
також і енергії, оскільки було показано, що для нормального 
енерегопостачання клітин потрібні також специфічні фактори 
росту, які дозволяють клітинам накопичувати поживні речовини 
із зовнішнього середовища шляхом підвищення експресії 
різноманітних транспортерів у плазматичній мембрані. 

 Нарешті, аутофагія індукується у якості способу захисту клітини у 
відповідь на бактеріальну або вірусну інфекцію, тому слугує 
ефективним шляхом елімінації інфекційних агентів, що 
проникають до цитозолю прямо через плазматичну мембрану. 
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Автофагія і патологічні стани організму 
 

Існує цілий ряд хвороб людини, що  асоційовані з підвищеною або 
зниженою інтенсивністю автофагії. Найчастіше вони пов’язані з 
патологічними процесами у клітинах, які є високодиферинційованими і тому 
не проліферують. Саме тому оновлення компонентів для даних клітин є 
абсолютно необхідним.  

 
1) Вакуолярні міопатії - асоційовані зі значною акумуляцією 

автофагічних або лізосомальних вакуолей у клітинах м’язів. Серед 
цієї групи зустрічаються такі хвороби, як: 
  

a. Хвороба Данона - характеризується кардіоміопатією  та 
порушеннями нервової системи, оскільки спричинюється 
дефіцитом LAMP-1, що залучений до злиття ендосом та 
лізосом на пізніх стадіях дозрівання фагосоми. 

b. X-зв’язана міопатія з підвищеною автофагією (X-MEA), 
c. Міозит з утворенням тілець включення, 
d. Синдром Марінеско-Шогрена. 

 
СЛАЙДИ 132 та 133 – мікрофотографії клітин за хвороби Данона. 

 
2) Нейродегенеративні захворювання: 

 
a. Хвороба Паркінсона,  
b. Хвороба Хантінгтона, 
c. Хвороба Альцгеймера,  
d. Губчасті енцефалопатії, що викликаються пріонами.  

 

 Основними маркерами таких хвороб є: 
o присутність внутрішньоклітинних білкових агрегатів  
o знижена активність клітинних протеолітичних систем.  

 

 Автофагія може активуватись як протективний механізм проти 
подібних білкових агрегатів, але підвищена агрегація знижує 
чутливість білків до таких стимулів деградації  і веде до прогресу 
хвороби.  

 Білкові агрегати, які акумулюються у цитозолі та органелах 
нервових клітин за умови хвороби Паркінсона, складаються, в 
основному, з мутантного білку синуклеїну. 

 
СЛАЙД 134 – мікрофотографія нейронів за хвороби Паркінсона. 
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СЛАЙД 135 –знешкодження синуклеїну шаперонами. 
 

 У пацієнтів з проявами хвороби Хантінгтона накопичуються 
чималі кількості білку хантінгтіну. 

 
СЛАЙД 136 – схема процесів за участі хантінгтіну у клітині. 
 
СЛАЙД 137 – схема механізму накопичення хантінгтину. 
 

  За патогенезу хвороби Альцгеймера відбувається акумуляція у 
нейронах попередників амілоїдної природи (амілоїдних тілець), 
які виявляються занадто великими для ефективного знищення 
протеасомальною системою клітини. 

 
СЛАЙД 138 –схема утворення амілоїдних тілець та мікрофотографія клітин у 
за хвороби Альцгеймера. 
 
СЛАЙД 139 – різні стадії хвороби Альцгеймера. 

 
3) Гепатокарциноми та інші хронічні захворювання печінки - у даному 

випадку патологічні явища пов’язані із затримкою розщеплення 
мутантного альфа-1-антитрипсину Z (ATZ), що накопичується у ЕПР 
та мітохондріях гепатоцитів. 

 
СЛАЙД 140 – мікрофотографія клітин гепатокарциноми. 
 

4) Різні онкогенетичні форми хвороб. 
  

 У клітинах раку молочної залози, яєчників, простати показана 
відсутність одного з алелей гену, що кодує вже згаданий вище 
Beclin 1. 

 Гаплоїдні за цим геном миші мають знижену здатність до 
автофагії та більшу чутливість до епітеліальних та 
гематопоетичних новоутворень.  

 Стабільна експресія  Beclin 1 у клітинах раку молочної залози, 
індукує автофагію та зменшує онкогенні властивості 
трансфектантів.  

 Зменшення автофагічної активності через вилучення одного з 
алелів гену даного білку у ракових клітинах, очевидно, слугує 
необхідною умовою підтримання злоякісного фенотипу, і, 
також, сприяє росту пухлини.  
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 Продукт гену-супресора пухлин PTEN, що є інгібітором  шляху 
через РІ3К І/Akt, здатен активувати автофагію, є ще одним 
доказом того, що зменшення автофагічних властивостей 
клітин пов’язане з розвитком раку.  

 
Оскільки автофагія є захисним механізмом від різних патологій, 

можливим видається використання її активації у терапевтичних цілях для 
лікування, наприклад, нейродегенеративних розладів, над чим зараз працює 
багато лабораторій. 

  

 Наприклад, рапаміцин, який, є інгібітором mTOR, а, отже, сприяє 
індукції автофагїї, як було показано у численних дослідженнях, 
володіє непоганою антиканцерною активністю.  

 Бактеріальні та вірусні білки, які модифікують формування 
автофагосоми, також можуть бути залученими до терапевтичної 
регуляції автофагії.  

 Нарешті, оскільки здатність до автофагії зменшується з віком 
організму, ефективним шляхом для розвитку резистентності до дії 
стресорних чинників та подовження тривалості життя може бути 
сувора малопоживна дієта, що проводиться з метою стимуляції та 
інтенсифікації оновлення білків та органел. 
 
 

Зв’язки аутофагії з апоптозом 
 

Донедавна термін запрограмована загибель клітини ототожнювали 
лише з апоптозом. Одначе останні дослідження чітко довели роль автофагії 
як ще одного виду клітинної загибелі.  

Тому на даний момент прийнято розмежувати: 
 

1) Апоптоз - як програмовану загибель типу І,  
2) Автофагію – як програмовану загибель типу ІІ.  
 

СЛАЙД 141 та 142. 
 
Основною відмінністю між двома типами загибелі є такі: 

 

 За автофагії навіть ядро разом з іншими органелами зазнає 
розщеплення, в той час як майже весь цитоскелет залишається 
інтактним,  

 Під час апоптозу все відбувається прямо протилежним чином.  
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Загальні риси: 
 

 Більшість апоптичних стимулів здатні також і до активації аутофагії 
(наприклад, недостатність поживних речовин, дія хімічних 
чинників, тощо).   

 Морфологічні ознаки обох типів загибелі часто з’являються у одній 
і тій же клітині, або ж розділені короткими проміжками часу.  

 Фосфорилювання p70S6K та Akt за допомогою PІ3К классу І інгібує 
одночасно і автофагію, і апоптоз.  

 Вивільнення цитохрому с з гепатоцитів, підданих дії TNF, пов’язане 
з дестабілізацією лізосом та активацією катепсину В за 
посередництвом Bid - одного з білків родини Bcl-2. 

 Один з лігандів-індуктор апоптозу, TRAIL, приймає участь у 
передачі сигналу за автофагії у ацинарних клітинах молочної 
залози.  

 Мультидоменні члени родини Bcl-2, а саме – Bcl-XL, Bax та Bak, 
пов’язані з регуляцією автофагії за Beclin-1-залежним шляхом, 
причому останній здатен взаємодіяти з Bcl-2 та Bcl-XL.  

 Протеїнкінази DAPК та DRP-1, що приймають участь у індукції 
клітинної загибелі, можуть індукувати одночасно і апоптичне 
зморщування мембран, і формування автофагосомних вакуолей.  

 Пошкодження мітохондрій відіграє свою роль і у активації каспаз, 
і у формуванні автофагосоми.  

 Деякі з ендонуклеаз, які приймають участь у фрагментації ДНК за 
апоптозу, можуть мати лізосомне походження.  

 
Таким чином, задачею апоптозу є основний об’єм роботи зі знищення 

клітин через активацію каспаз. Одначе у випадку, коли є потреба у гістолізі 
великих ділянок тканин у процесі розвитку, автофагія дуже часто є 
ефективнішою за апоптоз. Діючи зсередини клітини, аутофагія допомагає 
зменшити клітинний об’єм, і, тим самим, полегшити формування великої 
кількості апоптичних тілець та поглинання останніх фагоцитами.  

З іншого боку, інтенсивність стресорного сигналу може визначати вид та 
порядок видів клітинної загибелі, якщо їх декілька у одній клітині. 
Селективне знищення пошкоджених мітохондрій автофагічним шляхом 
після помірного стресу може мати антиапоптичний ефект у нормальних 
клітинах, або сприяти онкогенезу, якщо відбувається у ракових або 
апоптично-дефектних клітинах. Гостре голодування або великі дози 
пошкоджуючих лікарських агентів активують обидва шляхи, хоча частіше 
клітини за цих умов гинуть за більш швидким апоптичним шляхом. Нарешті, 
субклітинні органели, такі як мітохондрії, ЕР, лізосоми, можуть відгравати 
центральну роль у інтеграції обох типів клітинної загибелі.  
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