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Введение

Клеточный гомеостаз в тканях и органах любого многоклеточного организма поддерживается за счет динамического равновесия между процессами пролиферации, дифференцировки, старения и отмирания клеток. Долгое время гибель отдельной клетки рассматривалась лишь как результат ее старения или случайного повреждения. Однако в последние годы было установлено, что деструктивные процессы, не совместимые с жизнедеятельностью клеток, могут развиваться не только при их пассивной смерти (некрозе), но и при физиологической гибели, когда активация специальных внутриклеточных механизмов приводит к самостоятельной ликвидации клеток. Открытие феномена самоликвидации клеток животных и человека стало поистине революционным и позволило пересмотреть представления не только о механизмах регуляции клеточного гомеостаза в различные периоды онтогенеза, но и значение их нарушений при развитии широкого круга заболеваний, включая злокачественные новообразования.
В норме апоптоз наряду с участием в органогенезе, формообразовании и поддержании постоянства клеточного состава служит для удаления клеток, претерпевших неопластическую трансформацию либо имеющих генетические или иные нарушения, способные привести к развитию рака. Однако известны патологические состояния, при которых механизм программированной клеточной гибели оказывается заблокированным, что приводит к бурной пролиферации раковых клеток, не сдерживаемой конкурирующим процессом апоптоза.    

В настоящее время существует достаточно большой арсенал противоопухолевых препаратов, который постоянно пополняется новыми оригинальными веществами, разработанными на основе современных представлений о механизмах злокачественной трансформации клеток. Согласно данным сотрудников Медицинского центра университета г. Упсала (Швеция) сейчас в различных клиниках мира испытывается 209 препаратов, обладающих противоопухолевой активностью. Из них 53 находятся в III фазе исследований, 76 – во II, и 80 – в I фазе. Успехи в разработке новых стратегий фармакологического влияния на опухолевый процесс убедительно подтверждают преимущества препаратов нового поколения. Одно из таких перспективных направлений связано с получением природных и синтетических веществ, способных избирательно модулировать процесс апоптоза. Благодаря разнообразным антиапоптотическим механизмам, которые свойственны трансформированным клеткам, последние приобретают повышенную способность к выживанию, а их неконтролируемая пролиферация способствует образованию опухолевых очагов и последующей прогрессии опухоли, включая метастазирование. Кроме того, развитие в опухолевых клетках устойчивости к апоптозу, индуцированному цитотоксическими препаратами или лучевой терапией, делает их использование малоэффективным и, поэтому, нецелесообразным.
Как известно, во время онкогенеза экспрессия генов, которые регулируют апоптоз, может существенно изменяться. Поэтому особенное внимание в  уделено препаратам, способным избирательно действовать на анти- и проапоптотические гены, а также на кодируемые ними белковые продукты. Специальный раздел посвящен антиангиогенным препаратам и фармакологическому предупреждению метастазирования. Кроме того, проанализированы лекарственные препараты, которые вызывают апоптоз вирусинфицированных опухолевых клеток, и средства, ингибирующие гибель клеток нормальных органов и тканей. Также рассмотрены возможности и перспективы использования этих препаратов в сочетании с другими методами лечения онкологических больных. В данной работе не рассматривается апоптозиндуцирующее действие широко известных противоопухолевых препаратов. Кроме того, за рамками анализа остались вопросы лекарственной профилактики рака.

Некроз, апоптоз, параптоз и другие типы гибели эукариотических клеток

Согласно современным представлениям, существует два основных типа гибели клеток – апоптоз, или физиологическая смерть, и некроз, или патологическая смерть клетки. При этом следует оговорить, что термин “некроз” был предложен еще в 1871 г. выдающимся немецким патологоанатомом R. Virchow для обозначения совокупности морфологических изменений, характерных для утративших жизнеспособность клеток и тканей организма (в переводе с греческого “некроз” – это “мертвый”). Однако со временем смысл этого термина существенно расширился, и сейчас под некрозом подразумевают также тип гибели эукариотических клеток. В связи с такой неоднозначностью толкования для обозначения типа гибели клетки, отличного от апоптоза, было предложено использовать другой термин – “случайная гибель клетки”.

В 1971 г. австралийский исследователь J.F. Kerr впервые описал особенности ультраструктурных изменений, происходящих в клетке во время ее физиологической гибели. Совокупность таких изменений он обозначил термином “съеживающий некроз” (“shrinkage necrosis”). Позднее J.F. Kerr с соавт. систематизировали данные, касающиеся этого феномена, и ввели термин “апоптоз” для обозначения процесса, противоположного митозу (в переводе с греческого “апоптоз” буквально означает “опадание”, например, лепестков с цветка). Сравнительно недавно было установлено, что термин “апоптоз” имеет древнегреческое происхождение и встречается еще в трактатах времен античной Греции и Римской империи. Так, Гиппократ использовал его при описании структурных изменений костей, связанных с гибелью клеток и тканей, а Гален – при описании отпадения струпьев при заживлении ран.

Под апоптозом сегодня понимают энергозависимый процесс упорядоченной гибели отдельных клеток, происходящий в нормальных и патологически измененных тканях эукариотических организмов под действием внутри- и внеклеточных стимулов. Основное биологическое значение апоптоза сводится к поддержанию оптимального числа клеток в тканях и органах путем удаления “избыточных” и/или функционально аномальных клеток. Следует отметить эволюционную консервативность феномена апоптоза, который регулируется подобными генами и протекает сходным образом у таких филогенетически отдаленных видов, как нематоды, насекомые и млекопитающие.

Процесс апоптоза можно условно разделить на три фазы: сигнальную, во время которой клетка воспринимает сигнал, инициирующий апоптоз; эффекторную, когда активируются внутриклеточные механизмы гибели, и деструктивную, при которой происходят расщепление ДНК и другие необратимые изменения биополимеров цитоплазмы и ядра клеток. С помощью микровидеосъемки клеточных культур было обнаружено, что деструкция клетки, приводящая к образованию апоптотических те​лец, в среднем длится не более 90 мин. Важно подчеркнуть, что продолжительность сигнальной и эффекторной фаз превосходит по времени продолжительность фазы деградации.

В то же время, некроз – это пассивный или реже активный тип гибели клеток, вызываемый нефизиологическими воздействиями и сопровождающийся аутолизом клетки, который начинается с повреждения плазматической мембраны. Патологическая гибель клеток регистрируется, как правило, в тех случаях, когда они подвергаются экстремальным воздействиям (механическая травма, крайние температуры, электрический ток, щелочи, кислоты, гипоксия, гипогликемия, ишемия, токсины и т. п). Поэтому при некрозе одновременно повреждается не одна, а группа близлежащих клеток. Кроме того, некроз развивается очень быстро (минуты, иногда часы), что принципиально отличает этот тип гибели клеток от апоптоза, когда для реализации процесса устранения клеток требуются часы, а иногда даже несколько суток (например, в злокачественных лимфоидных клетках человека апоптоз, индуцируемый флударабина фосфатом, регистрируется не ранее, чем через 3 суток).

Апоптоз и некроз имеют ряд общих свойств, среди которых отметим наблюдающиеся при обоих типах гибели клетки прекращение ее биологической активности как составляющей единицы ткани или органа и фагоцитоз остатков погибшей клетки. Вместе с тем существуют характерные морфологические, биохимические и функциональные особенности апоптоза и некроза, которые обобщены в таблице 1. Что касается различий в изменениях структуры клетки при некрозе и апоптозе, то, в первую очередь, они затрагивают ядро. У некротических клеток, в отличие от апоптотических, никогда не обнаруживаются маргинация хроматина и пикноз ядра. Для них характерно образование глыбок хроматина и кариолизис с характерным растворением хроматина и исчезновением ядра. Кроме того, при некрозе никогда не происходит конденсации содержимого клеток или образования апоптотических телец (везикул, покрытых плазматической мембраной).

Таблица 1. Сравнительная характеристика морфофункциональных и биохимических особенностей гибели клеток путем некроза или апоптоза

	Некроз
	Апоптоз

	Морфологические особенности

	Утрата адгезии между клетками и между клетками и компонентами внеклеточного матрикса на ранних стадиях
	Утрата адгезии между клетками и между клетками и компонентами внеклеточного матрикса на поздних стадиях

	Потеря целостности плазматической мембраны
	Образование выпячиваний плазматической мембраны без утраты ее целостности

	Набухание цитоплазмы и ее вакуолизация
	Конденсация цитоплазмы и ее вакуолизация, сжатие клетки

	Образование глыбок хроматина (флоккуляция)
	Конденсация хроматина (пикноз)

	Полный распад ядра (кариолизис)
	Фрагментация ядра (кариорексис)

	Набухание митохондрий
	Отсутствие ранних изменений в митохондриях или их конденсация

	Дезинтеграция органелл на ранних стадиях
	Органеллы остаются морфологически интактными

	Лизис клетки без формирования везикул
	Образование везикул, покрытых мембраной (апоптотические тельца)

	Образование клеточного дебриса
	Клеточный дебрис отсутствует

	Биохимические особенности

	Резкая потеря регуляции ионного гомеостаза
	Регулируемый процесс, включающий активацию каскада биохимических реакций

	Не требует энергии, может происходить при 40С
	Энергозависимый процесс, требующий физиологической температуры

	Асимметрия наружной мембраны клетки сохранена
	Потеря асимметрии наружной клеточной мембраны

	Расщепление ДНК в случайных местах (размытое пятно в виде “шмера” ДНК при электрофорезе в агарозном геле)
	Специфическое моно и/или олигонуклеосом-ное расщепление ДНК (“лестница” ДНК при электрофорезе в агарозном геле)

	Послелитическая фрагментация ДНК (поздний процесс отмирания)
	Прелитическая фрагментация ДНК (ранний процесс отмирания)

	Выход из клетки лизосомных фрагментов
	Гидролитические ферменты остаются в лизосомах

	Трансглютаминаза II неактивна
	Частая активация трансглютаминазы II

	Биологические особенности

	Инициируется повреждающими факторами и лекарственными средствами
	Инициируется физиологическими и патологическими факторами, лекарствен-ными препаратами

	Элиминация группы клеток
	Элиминация одиночных клеток

	“Самопереваривание” клеток с участием гидролитических ферментов (аутолиз); активация макрофагов
	Фагоцитоз погибающих клеток “профессиональными” и “полупрофессиональными” фагоцитами

	Развитие воспалительного процесса и отека тканей
	Не вызывает развития воспалительного процесса и отека тканей

	Образование рубца
	Разрастание фиброзной ткани отсутствует


 После инициации апоптоза происходит выпячивание плазматической мембраны и сжатие клетки, которая после этого активно теряет свои контакты с окружающими клетками. Затем начинается агрегация хроматина, фрагментация ядра и конденсация цитоплазмы, а позднее фрагментация клетки с образованием апоптотических телец, содержащих фрагменты ядра (или без них). Такие тельца подвергаются быстрому фагоцитозу макрофагами и близлежащими “полупрофессиональными” фагоцитами. При этом погибающие клетки и апоптотические тельца в значительной степени сохраняют целостность наружной мембраны и лизосом, ферменты которых не покидают пределов клетки.

Некроз же обычно начинается с повреждения плазматической мембраны, приводящего к нарушению способности клеток сохранять свой гомеостаз. При поступлении из внеклеточного пространства в клетку ионов (в основном Са2+) и молекул воды в результате осмотических процессов набухают не только клетки, но и их органеллы, в первую очередь митохондрии. Этот этап некротической гибели клетки предложено обозначать термином “онкоз” (в переводе с греческого означает “набухание”). Вследствие разрывов плазматической мембраны содержимое цитоплазмы, включая освободившиеся из лизосом ферменты, попадает во внеклеточное пространство, что вызывает существенные повреждения ткани и развитие активного воспалительного процесса. На месте некротических клеток, в противоположность апоптотическим, обычно разрастается фиброзная ткань и в ряде случаев отмечается петрификация измененной ткани.

Биохимические процессы, которые происходят во время некроза клеток, не требуют энергии и поэтому могут осуществляться даже в условиях низких температур (40C). Следует, однако, подчеркнуть, что накопленные к настоящему времени данные экспериментов in vitro и in vivo, не всегда укладываются в четкие рамки разделения типов гибели клеток на активный (апоптоз) и пассивный (некроз) процессы. Такое разделение, по-видимому, слишком упрощено. Например, клетки, имеющие морфологию некротических, не всегда погибают “пассивно”. Описана и другая форма самоликвидации клеток, получившая название аутофагальный апоптоз, который характеризуется образованием аутофагальных вакуолей и набуханием лизосом. В отличие от описанного выше “классического” апоптоза, при этой форме гибели клеток отмечается деструкция митохондрий, эндоплазматического ретикулума (ЭР), полирибосом и аппарата Гольджи при сохранении цитоскелета клеток до момента их открепления от субстрата. С учетом того, что аутофагальный апоптоз может также развиваться независимо от протеолитических ферментов, была проведена морфофункциональная классификация типов гибели клетки (рис. 1).
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 Согласно предложенной схеме, клетки с морфологическими признаками некроза могут погибать “пассивно” (“классический” некроз) либо “активно” (аутофагальный апоптоз), тогда как “классический” апоптоз развивается только в виде активного процесса, в котором участвуют каспазы и другие эффекторные молекулы.

Индукция апоптоза ультрафиолетовым излучением или цитотоксическими веществами позволяет предположить, что тип гибели клетки (апоптоз или некроз) существенно зависит от силы и продолжительности воздействия индуцирующих агентов, а также запасов внутриклеточного АТФ. Кроме того, решающее значение имеют такие факторы, как тип клеток, их генетический статус, фаза клеточного цикла, метаболическая активность клетки, стадия развития организма и некоторые другие. Поскольку в тканях зону некротических клеток часто окружают клетки с признаками апоптоза (например, при ишемии мозга), по-видимому, эти процессы взаимосвязаны и имеют не только общие индукторы, но и подобные внутриклеточные механизмы. В пользу такого предположения свидетельствуют наблюдения о том, что клеточные ферменты каспазы, являющиеся основными эффекторами апоптоза, также участвуют в реализации некротической гибели клеток, а антиапоптотический белок Bcl-2 блокирует развитие некроза.

S. Sperandio и соавт. описали гибель клеток, для которой характерны резистентность к ингибиторам апоптоза и отсутствие изменений в ядре, типичных для апоптотических клеток. Такая форма клеточной гибели получила название “параптоз” (от “para” – “подобный” [апоптозу]) и, как показали авторы, основным инициатором передачи пропараптического сигнала является рецептор инсулиноподобного фактора роста типа I (IGF-I), не оккупированный специфическим лигандом. Существенно, что при смене индуктора (экспрессия Bax вместо деактивированных рецепторов IGF-I) клетки, погибающие путем параптоза, становятся апоптотическими. Иными словами, они содержат все компоненты, необходимые для разных типов гибели клеток.

У трансгенных мышей на модельной системе болезни Гентингтона были изучены ультраструктурные особенности дегенерирующих нейронов коры головного мозга, полосатого тела и мозжечка. Оказалось, что погибающие нейроны гораздо интенсивнее, чем живые клетки, прокрашиваются голубым толуидином или осьмием (что послужило поводом для их названия “dark neurons”) и имеют конденсированные цитоплазму и ядро. Структура их клеточных органелл обычно хорошо сохранена на ранних стадиях гибели, которую предложено называть DCD (dark cell death). Для поздних стадий DCD характерно временное набухание митохондрий и аппарата Гольджи с последующей их конденсацией. Однако в таких клетках отсутствует фрагментация ядра или цитоплазмы. Также никогда не выявляются апоптотические тельца или разрывы молекулы ДНК, регистрируемые TUNEL-методом. Кроме того, для реализации такого типа гибели клеток требуется несколько недель.

Посредством DCD, подобно кортикальным нейронам, могут погибать и незрелые хондроциты. У этого типа клеток описан другой тип гибели – образование так называемых парализованных клеток в хондроэпифизе. Структура таких клеток подобна таковой у DCD-погибающих нейронов, но все внутриклеточное внеядерное пространство заполнено ЭР, тогда как размер других клеточных органелл существенно уменьшен и они имеют вид темных червеобразных включений. Характерные для апоптоза образование протрузий плазматической мембраны и фрагментация ядра в “парализованных” хондроцитах не обнаруживаются. Как полагают авторы, такой тип неапоптотической элиминации клеток обеспечивает нормальный продольный рост костей.

Таким образом, можно заключить, что существует значительно большее число типов гибели клетки, чем предполагалось ранее, и приведенная на рис. 1 их морфофункциональная классификация отражает лишь упрощенный взгляд на этот вопрос. Скорее всего, за время эволюции у эукариот выработался некий континуум реакций на действие вне- и внутриклеточных индукторов клеточной гибели, на одном полюсе которого находится апоптоз и подобные ему типы деструкции клеток, для реализации которых необходима энергия (в виде ATФ) и синтез специфических белков, тогда как на другом полюсе – некроз и некрозоподобные типы клеточной смерти. Между этими полюсами “располагаются” такие формы элиминации клеток, для которых характерны лишь отдельные свойства апоптоза или некроза. Что же определяет выбор типа гибели клетки? Однозначного ответа на этот краеугольный вопрос некробиологии клетки пока нет. Мы можем лишь резюмировать имеющиеся факты, которые указывают на то, что выбор типа гибели клетки, скорее всего, зависит о того, с какой скоростью происходит реализация этого процесса; имеются ли в достаточном количестве АТФ или кофакторы, необходимые для передачи регуляторного сигнала (например, такие как Apaf-1[18], FADD или церамид); ингибиторы какого типа гибели клеток экспрессируются в данной клеточной системе. Открытие других, альтернативных апоптозу или некрозу, типов гибели клетки отнюдь не снижает интереса к изучению механизмов апоптоза и его роли в онкогенезе, что может иметь важное значение для клинической онкологии. Хотя настоящая работа посвящена анализу современных подходов к противоопухолевой терапии, связанных с модуляцией апоптоза, освещение некоторых теоретических вопросов, которые касаются механизмов внутриклеточной регуляции апоптотической гибели клеток, поможет читателям лучше понять основные принципы, на которых такие подходы основаны.

Молекулярные механизмы апоптоза

На молекулярном уровне процесс апоптотической гибели представля​ет собой сложный каскад реакций, связанных с экспрессией генов и белков, ассоциированных с апоптозом, участием протеаз, протеинкиназ и эндонуклеаз, конечным результатом которого является дезинтеграция клетки с образованием апоптотических те​лец. Существуют многочисленные доказательства в пользу того, что апоптоз может инициироваться под действием как внутриклеточных, так и внеклеточных факторов. Инициация внутриклеточных механизмов апоптоза происходит в результате связывания определенных лигандов (“лиганды смерти”, гранзимы, глюкокортикоиды и др.) со своими специфическими рецепторами, либо когда вследствие дефицита экзогенных лигандов (факторы выживания клеток, компоненты внеклеточного матрикса и др.) не происходит активации рецепторов, ответственных за передачу сигналов, необходимых для выживания клеток (рис. 2). Наиболее изученным механизмом рецепторопосредованной инициации апоптоза является связывание “лигандов смерти” семейства фактора некроза опухоли (TNF) с рецепторами плазматической мембраны.
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Использование модуляторов апоптоза как средств монотерапии онкологических больных
При разработке препаратов для терапии злокачественных новообразований в первую очередь учитываются определенные различия между опухолевыми и нормальными клетками. Начиная с 70-х годов минувшего столетия одной из главных задач химиотерапии было угнетение неконтролируемой пролиферации опухолевых клеток. Однако такой подход не обеспечивает необходимой избирательности действия химиопрепаратов, и в последнее время активное развитие получило направление, связанное с модуляцией гибели или выживания клеток опухолевых и нормальных тканей. Многие онкологи считают, что направленная индукция апоптоза опухолевых клеток может оказаться более эффективным подходом, чем простое угнетение их пролиферации. При этом важно учитывать, что апоптотическая элиминация опухолевых клеток вызывает значительно менее выраженную воспалительную реакцию, чем их некротическое устранение.

Препараты, модулирующие апоптоз, различаются по происхождению (природные, синтетические или полученные биотехнологическим способом), механизмам биологического действия, фармакологическим свойствам и терапевтическому эффекту. В рамках обзорной статьи трудно проанализировать все существующие подходы с использованием препаратов этой группы, поэтому мы остановимся только на наиболее перспективных, по нашему мнению, разработках, которые нашли научное обоснование. Для большего удобства модуляторы апоптоза были разделены на четыре группы: антибластические, антиангиогенные, противовирусные и цитопротекторные (рис. 3). Такое разделение является достаточно условным, поскольку часть описанных нами препаратов владеют множественным фармакологическим действием. Например, интерферон (IFN), который широко используется в онкологии, можно отнести к любой из первых 3-х указанных групп. Для лучшей систематизации существующей информации мы разделили (в тех случаях, когда это было возможно) препараты каждой группы на четыре класса: МКАТ, низкомолекулярные белки и пептиды, химические соединения небелковой природы и препараты генонаправленного действия. Такая детальная систематизация необходима для адекватной оценки терапевтического эффекта стимуляторов и ингибиторов апоптоза с учетом способа их получения и механизмов биологического действия на клетки-мишени. Она также помогает лучше понять их терапевтический потенциал, в том числе при комбинированной терапии. В последнем случае интересным, по нашему мнению, является включение в схемы комплексного лечения больных таких препаратов, которые не обладают собственной противоопухолевой активностью (см. раздел 4). Полезными также могут оказаться приведенные материалы об оптимальных дозах и режимах введения модуляторов апоптоза, а также их системном токсическом действии. 
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Антибластические препараты

Главной мишенью действия этой группы модуляторов апоптоза являются трансформированные и злокачественно перерожденные клетки, что и послужило основанием для такого названия этих препаратов. Их терапевтический эффект наиболее часто реализуется путем непосредственного влияния на различные звенья передачи внутриклеточных регуляторных сигналов, которое может быть стимулирующим или ингибирующим.

Моноклональные антитела.
Несмотря на то, что первые МКАТ были получены более четверти века тому назад, их клиническое использование в качестве терапевтических препаратов началось сравнительно недавно (хотя в качестве диагностических агентов МКАТ применяются давно). Причины этого прежде всего связаны с высокой иммуногенностью МКАТ, их субоптимальным распределением в организме, особенностями фармакокинетики и частым развитием побочных явлений. Разработка конъюгатов МКАТ с радиоактивными изотопами, токсинами или химиопрепаратами значительно расширила возможности терапевтического применения МКАТ. Более того, получение методом генной инженерии химерных вариантов МКАТ, антител, оптимизированных для применения у человека (humanized MAbs), а также высокоаффинных фрагментов МКАТ позволило значительно снизить иммуногенность таких препаратов, что открывает новые перспективы их использования для лечения больных.

Существует мнение, что основное действие МКАТ, находящихся в основе таких препаратов как Herceptin® и Rituxan®, связано с активацией Fc-рецепторов и последующей антителозависимой цитотоксичностью, которая реализуется макрофагами и/или естественными киллерными клетками, хотя окончательно механизм их действия на опухолевые клетки не выяснен.

Принцип действия препаратов МКАТ против рецептора EGF, наоборот, хорошо известен, и состоит в блокировании связывания рецептора EGF со своими специфическими лигандами (EGF, TGF-a, HB-EGF и др.). Лиганды рецептора EGF, как правило, проявляют антиапоптотическую активность, блокирование которой с помощью МКАТ приводит к апоптозу клеток, имеющих рецептор EGF. Наиболее успешными из анти-EGF-рецепторных МКАТ являются препараты ErbituxTM (“ImClone Systems Inc.”, США) и ABX-EGF (“Abgenix, Inc.”, США и “Immunex Corp.”, США), проходящие соответственно III и II фазы клинических испытаний. В настоящее время ABX-EGF проходит II фазу испытаний у больных раком почек, толстой и прямой кишки, предстательной железы и немелкоклеточным раком легкого. Важно подчеркнуть, что препарат ABX-EGF не оказывает действия на опухолевые клетки, у которых отсутствует рецептор EGF. По-видимому, при отборе больных для проведения лечения антирецепторными МКАТ целесообразно вначале проводить среди них скрининг на наличие в клетках опухоли рецептора-мишени.

Другой подход к противоопухолевой терапии связан с разработкой цитотоксических иммуноконъюгатов, в состав которых входят МКАТ. Так, получен конъюгат МКАТ ErbituxTM с паклитакселем. “Адресная” доставка в опухолевые клетки химиопрепаратов, соединенных с МКАТ, позволит значительно снизить токсическое действие таких препаратов на нормальные клетки. Однако частое развитие гуморального иммунного ответа на иммуноконъюгаты делает невозможным повторное их использование у одного и того же больного в связи с полной нейтрализацией их действия антителами хозяина. Перспективным представляется также применение в онкологической клинике радиоиммуноконъюгатов, содержащих, помимо МКАТ, радионуклиды 131I либо 90Y. Например, при лечении больных неходжкинскими лимфомами препаратом ZevalinTM (ibritumomab tiuxetan; “IDEC Pharmaceuticals”, США), который является конъюгатом мышиных антител против CD20 с 90Y, достигался значительно лучший ответ, чем при использовании антител, не содержащих радионуклид (rituximab).

Несмотря на успехи применения МКАТ в клинической практике, их терапевтический эффект пока существенно ограничен высокой иммуногенностью, неспособностью “находить” большинство белков-мишеней (вследствие отсутствия или недоступности последних), а также влиять на синтез этих белков. Отмеченные недостатки удалось преодолеть, используя другие подходы, которые будут рассмотрены ниже.

Низкомолекулярные белки и пептиды.
Цитокины представляют собой семейство низкомолекулярных белков, осуществляющих эндогенную регуляцию межклеточных и межсистемных взаимодействий. Как уже отмечалось ранее, некоторые цитокины способны выступать в роли “лигандов смерти”, тогда как функция других сводится к обеспечению выживаемости клеток. Поскольку избыток или дефицит цитокинов может служить важной составляющей патогенеза различных заболеваний человека, активно разрабатываются терапевтические препараты, состоящие из цитокинов или их биологически активных пептидных фрагментов.

Известно, что в опухолевых клетках “лиганды смерти” индуцируют апоптоз независимо от экспрессии гена-супрессора опухолевого роста р53. Поэтому была изучена возможность использования такого воздействия для угнетения роста злокачественных новообразований. Хотя TNF и FasL являются мощными индукторами апоптоза, их клиническое использование ограничено высокой цитотоксичностью по отношению к клеткам нормальных тканей. Одним из побочных эффектов TNF является индукция гибели клеток центральной нервной системы, повышение проницаемости капилляров и гематоэнцефалического барьера. Системное введение FasL оказывает токсическое действие на клетки печени, экспрессирующие рецептор Fas. Поэтому большой интерес вызывает другой представитель семейства TNF – TRAIL/Apo2L. Этот цитокин проявляет избирательное проапоптотическое действие на различные опухолевые клетки, но не вызывает гибели нормальных клеток. Например, многократные инъекции бестимусным мышам химерного белка LZ-huTRAIL вызывают подавление роста у них клеток перевивной аденокарциномы молочной железы человека и в то же время данный препарат, в отличие от белка LZ-huCD95L (гомолог FasL), не оказывает токсического действия на клетки нормальных тканей. Получены многообещающие результаты при испытании проапоптотического действия цитокина TRAIL на клетки рака щитовидной железы. Нормальные тироциты оказались устойчивыми к такому действию цитокина. Более того, при тестировании in vivo препарат TRAIL не вызывает развития воспалительного процесса или цитотоксического эффекта на нормальные ткани. Однако выявленная недавно способность TRAIL индуцировать апоптоз клеток мозга человека серьезно осложняет терапевтическое использование этого цитокина. Сообщалось об апоптозиндуцирующем действии на опухолевые клетки интерлейкинов, интерферонов, TGF-b и других цитокинов.

Как и в случае нейтрализующих МКАТ и цитокинов, действие пептидных соединений направлено на нарушение белок–белковых взаимодействий, которые ответственны за гибель клеток. Однако синтез пептидов более экономичен, чем производство МКАТ или рекомбинантных низкомолекулярных белков. Одной из клеточных “мишеней” пептидов, индуцирующих апоптоз, служат рецепторные белки цитоплазматической мембраны. Показано, что циклический пептид AHNP с высоким сродством (Kd = 300 нмоль) связывается с рецептором HER2neu и, подобно описанному выше препарату Herceptin®, вызывает апоптоз опухолевых клеток, экспрессирующих этот рецептор.

Действие других пептидных препаратов направлено на блокирование функциональной активности внутриклеточных белков, доступ к которым обеспечивается за счет малых размеров пептидов. Для модуляции антиапоптотической функции белка Bcl-2 был получен пептидный компонент cpm(cell permeable moiety)-1285 проапоптотического белка Bad, модифицированный присоединением молекулы жирной кислоты. Этот препарат хорошо проникает в клетку, где он связывается с белком Bcl-2, блокируя его взаимодействие с другими белками, ассоциированными с апоптозом. В экспериментах in vitro и in vivo было показано, что пептид cpm-1285 индуцирует апоптоз опухолевых клеток при остром миелоидном лейкозе, оказывая слабо выраженное действие на лимфоциты периферической крови человека.

Химические соединения небелковой природы.
В отличие от низкомолекулярных белковых соединений, препараты небелкового происхождения имеют более длительный период полураспада в организме, а также лучшую проницаемость в клетки. Тирозин- и серин/треонин-специфические киназы представляют собой большую группу белков, участвующих в передаче регуляторных сигналов в клетке путем фосфорилирования специфических субстратов. Рецепторы факторов роста и цитокинов обладают тирозинкиназной активностью и, в отличие от цитоплазматических тирозинкиназ, имеют в своем составе экстраклеточный и трансмембранный домены. Получены и продолжают активно разрабатываться ингибиторы тирозинкиназ рецепторов EGF, ErbB2, FGF, PDGF, VEGF и NGF. Благодаря их действию, не происходит фосфорилирования соответствующих рецепторных белков, то есть фактически блокируется инициация регуляторных сигналов.
Из сои был выделен изофлавоноид генистеин, который обладает выраженным противоопухолевым эффектом. Показано, что генистеин блокирует in vitro переход опухолевых клеток из S-фазы в фазу G2/M и индуцирует их последующую гибель. Апоптоз-индуцирующее действие этого препарата связывают с его способностью снижать уровень антиапоптотического белка Bcl-2 и повышать содержание апоптотического белка Bax. Кроме того, показано, что в клетках рака предстательной железы генистеин ингибирует действие ядерного фактора транскрипции NF-kB и активность киназы Akt, которая ответственна за активацию NF-kB. При этом генистеин ингибирует пролиферацию и вызывает апоптоз злокачественно трансформированных клеток предстательной железы, однако нормальные клетки эпителия этого органа мало чувствительны к указанному действию этого препарата. Новый метаболит изофлавоноида 2-De-O-DMA подобно генистеину вызывает остановку в G2/M фазе клеточного цикла и апоптоз клеток опухолей молочной и предстательной железы, но его эффективность в 6–7 раз выше, чем у генистеина.

Препараты генонаправленного действия (генная терапия).
Среди существующих методов лечения генная терапия считается наиболее перспективным методом, поскольку он позволяет с высокой избирательностью встраивать в “больные” соматические клетки организма генетические конструкции, способные восстанавливать функции поврежденных генов (позитивная генная терапия) или же, наоборот, блокировать их аномальное действие либо гиперэкспрессию (негативная генная терапия). В зависимости от способа введения больному генетических конструкций различают: 1) собственно генную терапию, когда генетические дефекты компенсируют переносом рекомбинантной ДНК в клетки in vivo; 2) генно-клеточную терапию, при которой осуществляют трансфекцию ДНК ex vivo (клетки извлекают из организма, в них встраивают нужный ген, и после культивирования in vitro клетки вновь возвращают реципиенту); 3) клеточную терапию, основанную на подсадке больному нормальных клеток, экспрессирующих ген, необходимый для лечения. Все три типа генной терапии могут найти применение в лечении онкологических больных.

Для переноса генов в клетки разработаны различные подходы, а именно трансфекция путем преципитации фосфатом кальция, липофекция, электропорация, микроинъекция, “генное ружье” и др. Пока наиболее эффективной системой переноса рекомбинантной ДНК являются вирусные векторы. С этой целью используют РНК- или ДНК-содержащие вирусы, не способные к репликации в клетках-мишенях. Ретровирусные векторы, в том числе на основе вируса лейкоза мышей Молони и вируса саркомы мышей Харви, были разработаны одними из первых. Поскольку встраивание ретровирусных векторов в клеточный геном может инициировать инсерционный мутагенез, существует потенциальная опасность развития опухолевого процесса. В последнее время были разработаны лентивирусные векторы, обладающие уникальной способностью проникать в покоящиеся клетки, такие, как, например, нейроны. Однако их клиническое использование пока ограничено, поскольку не изучен риск возможного взаимодействия лентивирусных векторов с другими ретровирусными элементами генома человека.

Из ДНК-содержащих векторов в генной терапии наиболее часто используют аденовирусные векторы, которые инфицируют как активно пролиферирующие, так и медленно делящиеся клетки, а также стабильны in vivo. Благодаря размеру генома аденовируса, в такие векторы можно встраивать большие генетические конструкции, чем в случае векторов, основанных на использовании РНК-содержащих вирусов. Весьма перспективными для генной терапии рака могут оказаться альфавирусные векторы, в частности, основанные на репликоне вируса леса Семлики (SFV). Быстрая продукция рекомбинантных вирусных частиц и их высокий титр обеспечивают высокую эффективность трансфекции клеточных культур и клеток-мишеней in vivo. Кроме того, SFV-векторы вызывают апоптоз инфицированных клеток, что повышает их противоопухолевую активность.

Антиангиогенные препараты

Несмотря на то, что большинство противоопухолевых препаратов способствует регрессии опухолевого узла, клетки метастазов при этом продолжают активно пролиферировать, и это, в конечном счете, может стать основной причиной смерти больного. Главное преимущество предложенного антиангиогенного метода терапии состоит в угнетении роста не только первичной опухоли, но и ее метастазов. Основными направлениями антиангиогенного лечения онкологических больных являются: 1) ингибирование пролиферации и/или миграции эндотелиальных клеток; 2) блокада или нейтрализация действия ангиогенных факторов роста (VEGF, bFGF и др.) и их специфических рецепторов; 3) ингибирование матриксных металлопротеиназ (MMP).

Одной из главных мишеней действия ингибиторов ангиогенеза служат делящиеся эндотелиальные клетки. Поскольку для них характерная относительная стабильность геномного аппарата, применение антиангиогенных факторов не вызывает развития резистентности клеток-мишеней. Кроме того, при антиангиогенной терапии отсутствуют симптомы побочного действия, характерные для стандартной химиотерапии (угнетение гемопоэза, реакции со стороны ЖКТ, выпадение волос и др.). Хотя в организме взрослого человека неоваскуляризация наблюдается довольно редко, следует с осторожностью назначать ингибиторы ангиогенеза женщинам детородного возраста, поскольку такие препараты обладают контрацептивным действием.

Антиангиогенные препараты, в отличие от большинства традиционных противоопухолевых лекарств, назначаются в невысоких дозах и применяются на протяжении продолжительного периода времени (месяцы, и даже годы), что предотвращает активацию “дремлющих” метастазов. Антиангиогенная терапия также предполагает профилактическое действие, направленное на предупреждение возникновения рецидивов у больных из группы повышенного риска.

Существует опыт продолжительного использования низких доз стандартных противоопухолевых химиотерапевтических препаратов с целью угнетения пролиферации эндотелиальных клеток. Применение циклофосфамида, метотрексата и капцетабина в режиме, который получил название “метрономная терапия”, подтвердило их выраженные антиангиогенные свойства. Рассматривается возможность объединения “метрономной терапии” с индукторами апоптоза опухолевых клеток.

Противовирусные препараты

В последние годы достигнут значительный прогресс в выяснении молекулярных механизмов вирусного онкогенеза. В частности, стало известно, как функционируют и взаимодействуют между собой продукты вирусных и клеточных онкогенов, а также продукты генов-супрессоров опухолевого роста. Эти данные позволили начать разработку противовирусных препаратов, пригодных для использования в онкологической практике. Далее мы рассмотрим противовирусные препараты, которые вызывают гибель опухолевых клеток, воздействуя на: 1) опухолевые клетки, инфицированные опухолеродными вирусами; 2) опухолевые клетки, трансфецированные геном вирусной тимидинкиназы; 3) клетки иммунной системы вирусоносителя, страдающего злокачественным новообразованием.

Поиск новых противовирусных препаратов позволил выявить группу соединений, которые вызывают не только элиминацию вирусов, но и уменьшают вероятность развития их резистентных штаммов. Ациклические фосфонаты нуклеозидов составляют одну из таких групп.
Основной мишенью действия еще одной группы препаратов, обладающих противовирусной активностью, являются клетки иммунной системы вирусоносителя, страдающего злокачественным новообразованием.

Также активно начинают использоваться в клинике иммуномодуляторы местного действия из группы имидазоквинолонов.
Разработано несколько противовирусных вакцин, которые являются одними из эффективных средств профилактики вирус-ассоциированных опухолей. Примером успешного применения такого подхода служит программа вакцинации новородженных детей против вируса гепатита В, которая проводится на Тайване с 1984 г.. Согласно результатам проведенных исследований, среднегодовая частота заболеваемости гепатоцеллюлярной карциномой среди детей в возрасте 6–9 лет снизилась с 0,52 на 100000 детей, которые родились в 1974–84 гг., до 0,13 на 100000 детей, которые появились на свет в 1986–88 гг. 
Таким образом, противовирусные препараты могут использоваться в онкологической практике как с терапевтической, так и профилактической целью. При этом следует учитывать, что они проявляют выраженный противоопухолевый эффект не только в случае вирус-ассоциированных новообразований, но и опухолей, для которых онкогенные вирусы не являются этиологическим фактором трансформации клеток. Кроме того, противовирусные препараты способны повышать эффективность химио- и лучевой противоопухолевой терапии.

Цитопротекторные препараты

Накопленный опыт проведения химиотерапии у онкологических больных показывает, что оправдан путь повышения дозы лекарственных препаратов, особенно в случаях злокачественных новообразований, плохо поддающихся стандартной химиотерапии. При этом, однако, остро встает проблема вызываемых такими дозами токсических осложнений, которые нередко становятся причиной увеличения интервалов между курсами химиотерапии, уменьшения доз химиопрепаратов или их полной отмены. В этих условиях резко снижаются эффективность лечения и шансы больного на выздоровление. Для предотвращения токсических осложнений, связанных с интенсификацией химиотерапии, разрабатывается группа препаратов, способных блокировать гибель клеток нормальных тканей, которые проявляют наибольшую чувствительность к действию цитотоксических препаратов.

Известно, что наиболее частыми из системных побочных эффектов противоопухолевой терапии являются лейко- и тромбоцитопения, нейтропения, а также анемия. Использование факторов роста лейкоцитарного ростка костного мозга (в особенности, гранулоцитарного колониестимулирующего фактора, G-CSF и гранулоцитарно-моноцитарного колониестимулирующего фактора, GM-CSF), а также факторов роста эритроидного ростка костного мозга (эритропоэтина) приводит к уменьшению глубины и укорачиванию периода токсической миелодепрессии, нейтропении и ингибирования эритропоэза у таких онкологических больных.

Эритропоэтин обладает способностью избирательно стимулировать пролиферацию и дифференциацию в костном мозге эритроидных клеток-предшественников. Кроме того, ингибируя апоптоз, этот цитокин способствует выживанию клеток костного мозга. Как известно, эритропоэтин продуцируется почками в ответ на гипоксию, что приводит к увеличению популяции циркулирующих эритроцитов. Препараты рекомбинантного эритропоэтина человека широко используют для коррекции различных типов анемий, в первую очередь у больных с хронической почечной недостаточностью, а также у онкологических больных, больных СПИД, у больных системными заболеваниями соединительной ткани, недоношенных новорожденных, а также в случаях анемии, возникающей при лучевой болезни или при пересадке костного мозга. 

Экстракт из косточек винограда, получивший название IH636, также оказывает выраженное антиоксидантное действие in vitro и in vivo. Способность этого препарата нейтрализовать активные формы кислорода выше, чем у витаминов C, E и b-кератина. Кроме того, данный экстракт, основу которого составляют антоцианидины, обладает цитопротекторным действием на клетки печени, почек, легкого, сердца, иммунной и нервной систем в случае воздействия различных токсических веществ, включая противоопухолевые химиопрепраты (идарубицин, циклофосфамид, доксорубицин). Оказалось, что цитопротекторное действие природного препарата IH636 связано с вызываемой им активацией антиапоптотического гена bcl-2, а также инактивацией апоптозассоциированных генов p53 и c-myc.

Химиотерапия онкологических больных часто бывает связана с развитием алопеции. Полное или частичное выпадение волос вызывают препараты с различным механизмом действия (доксорубицин, тенипозид, циклофосфан, этопозид и др.), и пока отсутствуют эффективные методы предупреждения алопеции. Согласно данным V.A. Botchkarev и соавт., полученным на модели химически индуцированного выпадения волос у мышей, при дефиците гена p53 у животных не развивается алопеция и не происходит гибель кератиноцитов волосяных фолликулов. Эти результаты свидетельствуют о том, что локальное ингибирование гена p53 или блокирование активности кодируемого им белка в клетках волосяных фолликулов может предупредить выпадение волос у больных в связи с проведением химиотерапии. Из 10 тыс. выбранных случайным образом химических соединений, P.G. Komarov и соавт. отобрали несколько таких, которые блокировали активацию бактериального гена lacZ, находящегося под контролем p53-регулируемого промотора. Одно из этих соединений, получившее название a-пифитрин (“A.G. Scientific, Inc.”, США), подавляло действие p53, возможно, за счет нарушения его ядерного транспорта, и предохраняло клетки от гибели, индуцированной in vitro повреждением ДНК. После введения a-пифитрина мышам, клетки которых экспрессировали p53, отмечена 100%-я выживаемость животных, подвергнутых облучению в сублетальной дозе. Синтезирован ряд других инактиваторов белка p53, которые способны блокировать токсическое действие на нейроны гиппокампа ДНК-повреждающих агентов, в частности, камптотецина. Результаты этих экспериментов подтвердили предположение о возможности использования ингибиторов p53 для ослабления действия на нормальные клетки генототоксического стресса, имеющего место при проведении противоопухолевой терапии.

Для предупреждения алопеции также весьма привлекательно использование в сочетании с химиотерапией нового препарата М500054, который ингибирует апоптоз, вызываемый секретируемой формой FasL. Существенное торможение гибели клеток волосяных фолликулов препаратом М500054 связано с его способностью блокировать активность каспазы-3.

Использование модуляторов апоптоза в комбинированной терапии

С целью повышения эффективности традиционных методов лечения разрабатываются подходы по сочетанному применению хорошо известных лекарственных средств с различными модуляторами апоптоза. При этом можно ожидать достижения аддитивного или синергического действия либо повышения чувствительности клеток к химио-, лучевой или другой терапии больных, имеющих злокачественные новообразования. В последнем случае имеются в виду препараты, которые сами по себе не обладают противоопухолевым действием. Такой подход, получивший название химиосенсибилизация, способствует повышению чувствительности к проапоптотическому действию широко используемых лекарственных препаратов. Причем его применение распространяется не только на устойчивые к традиционному лечению опухоли, но и на новообразования, высоко чувствительные к отдельным цитостатикам, лучевой или фотодинамической терапии, при сохранении их терапевтического эффекта в условиях уменьшения дозы.

Антибластическая активность многих из используемых в онкологической практике химиотерапевтических препаратов, включая гормональные, связана с их способностью индуцировать апоптоз в клетках-мишенях. Противоопухолевые эффекты лучевой и фотодинамической терапии также обусловлены индукцией фрагментации ДНК и апоптозом облученных клеток. Показано, что препараты, модулирующие апоптоз, способны усиливать повреждающее действие химиопрепаратов или лучевого воздействия. Например, МКАТ против рецептора EGF, которые подавляют рост клеток опухоли поджелудочной железы человека in vivo (у бестимусных мышей), при использовании в комбинации с 5-фторурацилом оказывают выраженное синергическое действие, приводящее к регрессии опухолей. Антитела против рецептора EGF также усиливают терапевтический эффект локального облучения опухоли, особенно при многократном введения МКАТ (за 6 ч до и через 3 и 6 сут после облучения животных).

Заключение
Обобщая приведенные выше данные можно сделать вывод о том, что осуществленный в последние годы прорыв в раскрытии роли физиологической гибели клеток в патогенезе онкологических заболеваний способствовал активной разработке новой группы противоопухолевых препаратов – модуляторов апоптоза. В настоящее время терапевтические соединения, стимулирующие этот процесс в опухолевых клетках или подавляющие его активацию в клетках нормальных тканей, находятся на стадиях предклинического и клинического изучения, а некоторые из них уже появились на фармацевтическом рынке. Успехи использования в онкологической клинике апоптомодуляторов класса МКАТ, низкомолекулярных веществ белкового или органического происхождения очевидны. Лидирующие позиции среди последних разработок в этой области начинают занимать препараты генонаправленного действия. Активно исследуются возможности комбинированного применения модуляторов апоптоза с различным механизмом действия, а также их разнообразных сочетаний с другими лечебными мероприятиями. Очевидно, что только комбинированное терапевтическое вмешательство в опухолевый процесс сможет обеспечить максимальную степень повреждения злокачественно трансформированных клеток, подавления лекарственной резистентности, предупреждения метастазирования, а также ослабления токсических эффектов химиопрепаратов, лучевого и других методов лечения. Следует, однако, отдавать себе отчет в том, что многообещающие перспективы клинического использования препаратов апоптозмодулирующего действия пока не соответствуют уровню практических достижений в этой области. Вместе с тем, можно спрогнозировать, что в ближайшее время клиническое применение таких препаратов значительно расширится, что позволит не только существенно продлить жизнь онкологических больных, но и повысить ее качество.
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