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Длительный прием лекарствен�

ных препаратов, а также острые на�

рушения дезинтоксикационной

функции у больных с гепатаргиями

приводит к нарушению регуляции

печеночного обмена, что позднее

способствует развитию гепатоток�

сичности и гепатохронизации [1].

Процесс формирования выражен�

ной интоксикации у человека обус�

ловлен уникальными функциями

печени: участие в сосудистых, сек�

реторных, синтетических и метабо�

лических реакциях. Известно, что

около 75% венозной  крови, содер�

жащей значительное количество

токсикантов, проходя через систему

воротной вены печени, достигает

органов желудочно�кишечного

тракта. При этом энзимы, метабо�

лизирующие химические соедине�

ния ("загрязнители"), детоксициру�

ют одни ксенобиотики, но активи�

руют токсичность других [1, 2]. В от�

вет на действие неблагоприятных

факторов (гипоксия, ишемия,

действие токсических веществ)

клетки теряют жизнеспособность, и

их гибель может наступить в течение

нескольких минут или развиваться

на протяжении многих часов. Быст�

рая ("случайная") гибель клетки,

согласно некротическому сцена�

рию, связана с потерей АТФ, нару�

шением баланса ионов, активацией

гидролитических ферментов лизо�

сом, а также с повреждением мито�

хондрий и самих гепатоцитов. Не�

посредственными причинами гибе�

ли клетки в результате повреждения

митохондрий являются снижение

уровня АТФ и накопление внутрик�

леточного Са++ [3,4]. Но митохонд�

рий в клетке много, поэтому как

снижение уровня АТФ, так и резкое

повышение содержания кальция

может произойти только, если уве�

личение проницаемости для ионов

внутренней мембраны охватит боль�

шое количество митохондрий [4].

Однако, это происходит далеко не

всегда. Большинство клеток облада�

ют особым механизмом, который

инициирует их гибель в ситуациях,

когда большая часть компонентов

клетки еще не получила необрати�

мых повреждений. При этом наблю�

дают сморщивание клетки, на ее по�

верхности образуются выпячива�

ния, а хроматин фрагментируется.

На поверхности такой клетки появ�

ляются атрактанты для макрофагов,

а сама она подлежит фагоцитозу [5].

Этот процесс, названный "запрог�

раммированной" смертью или апоп�

тозом, имеет существенное физио�

логическое значение — избавляет

организм от ставших ненужными

клеток. С другой стороны, обшир�

ный апоптоз наблюдается при мно�

гих заболеваниях и может оказаться

основным механизмом клеточной

гибели в пораженной ткани  [6�8]. В

последние годы было показано, что

апоптоз также включает в себя нару�

шение барьерных свойств мембра�

ны митохондрий с выходом цитох�

рома с  в цитоплазму клетки [3,4].

В обзоре проанализированы

имеющиеся данные об особеннос�

тях токсикант�зависимых механиз�

мов апоптоза печеночных клеток в

рамках митохондриального сцена�

рия его развития. 

Особенности процессов гепатоци�
тотоксичности

В печени осуществляется синтез,

ретенция, секреция желчных кислот

и экскреция потенциальных эндо�

генных токсинов, таких как билиру�

бин [2,5]. Токсикант�индуцируемое

повреждение гепатоцитов и клеток

желчных протоков способствует

развитию холестаза. Холестаз, в

свою очередь, вызывает внутрипе�

ченочную аккумуляцию токсичес�

ких желчных кислот и экскрецию

продуктов, которые усугубляют

деструктивные процессы в печени.

Благодаря тому, что печень обладает

практически не ограниченными

способностями к регенерации, ее

регенеративный потенциал снижает

апоптический и некротический ти�

пы клеточной гибели,  что маскиру�

ет результаты диагностики токси�

кант�индуцированных поврежде�

ний. Кроме этого, способность кле�

ток печени к активной пролифера�

ции делает их существенной ми�

шенью процесса канцерогенеза.

Печеночные паренхиматозные

клетки, клетки Купфера, эндотели�

оциты синусов печени, звездчатые

клетки Ито, лейкоциты (в том числе

нейтрофилы и моноциты) также

включены в патогенез гепатоток�

сичности. Купферовские клетки и

нейтрофилы являются источниками

провоспалительных цитокинов, хе�

мокинов, активных форм кислорода

(АФК) и азота (АФА), которые про�

тектируют окислительный стресс в

участках повреждения, индуцируе�

мого токсикантами и/или ишеми�

ей/реперфузией [2]. Хорошо изуче�

на роль клеток Купфера в этанол�за�

висимой гепатотоксичности [9,10].

Фенестрированный эндотелий си�

нусоидов печени обладает высокой

чувствительностью к ишемия/ре�

перфузионной травме, обусловли�

вая также изменения посттран�

сплантационных реакций отторже�

ния и химиотерапией�обусловлен�

ных веноокклюзионных пораже�

ний. Активация клетками Ито син�

теза коллагена способствует его ги�

перпродукции и вызывает развитие

процессов печеночного фиброза и

циррозообразования [1].

Холестаз�индуцированный 
апоптоз

Желчеобразование — одна из ве�

дущих функций печени, а ее недос�

таточность обусловливает развитие

холестаза. Ретенция желчи в гепато�

цитах в период холестаза ассоци�

ируется с апоптозом клеток печени

[5]. Хотя механизмы холестаза тесно

связаны с апоптической гибелью ге�

патоцитов, гидрофобные молекулы

желчных кислот обладают выражен�

ной гепатоцитотоксичностью и на�

капливаются в печени при развитии
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холестаз�ассоциированных заболе�

ваний [11].  Причем, эндогенная ге�

патотоксичность данных гидрофоб�

ных стерол�зависимых молекул наб�

людается и у детей, страдающих

наследственными нарушениями,

связанными с транспортом солей

желчных кислот через мембраны

эпителия желчных протоков [12].

Недостаточность выделения желч�

ных кислот с желчью характерна для

печеночной травмы, цирроза и на�

рушений, обусловленных печеноч�

ной недостаточностью [12]. Эти за�

болевания сопровождаются сущест�

венной гепатотоксичностью желч�

ных кислот у человека.

В культуре гепатоцитов гидро�

фобные молекулы желчных кислот

(в частности, гликогенодезоксихо�

лат, ГДОХ) в патофизиологически

релевантных концентрациях (20�10

mm) индуцируют апоптоз, что подт�

верждено сморщиванием клеток, а

также конденсацией и фрагментаци�

ей их ядер, активацией каспаз, фраг�

ментацией ДНК, экстернализацией

фосфатидилсерина [13]. По мнению

авторов, данная модель обеспечива�

ет получение информации о разгра�

ничении "нетоксических" механиз�

мов апоптоза гепатоцитов и роли

апоптоза в токсикант�индуцирован�

ном повреждении печени.

Известны два пути формирова�

ния апоптоза: 1) связанный с вовле�

чением в процесс рецепторов смерти;

2) рецептор�независимый  — митохо�

ндриальный [14]. Определение ре�

цептор�независимых механизмов

апоптической сигнализации, обус�

ловленных токсическими влияниями

желчных кислот у Fas�дефицитных

мышей, осуществляли методом обра�

ботки ГДОХ. Рецептор 1 фактора

некроза опухолей (TNF�R1) и Fas�

белки, являющиеся преобладающи�

ми рецепторами клеточной гибели,

экспрессированы на поверхности ге�

патоцитов [15]. Гепатоциты, изоли�

рованные от Fas�дефицитных мышей

(линия lpr), оказались резистентны�

ми к развитию ГДОХ�индуцирован�

ного апоптоза, тогда как TNF�R1�де�

фицитные гепатоциты легко подвер�

гались изменениям, согласно апоп�

тическому сценарию. Гепатоциты от

Fas L�дефицитных мышей также об�

наруживали высокую чувствитель�

ность к ГДОХ�стимулированному

апоптозу [16]. Эти результаты свиде�

тельствовали о существовании ли�

ганд�независимого Fas�медиирован�

ного апоптического пути развития

клеточной гибели как части механиз�

ма, обусловленного токсическим

влиянием желчных кислот, повреж�

дения печени. Обнаружена присущая

желчным протокам (после их пере�

вязки у Fas�дефицитных животных)

индукция экстрапеченочного холес�

таза. Отмечена возможность актива�

ции каспазы 8 (инициаторная, цисте�

ин�аспартат протеаза) у интактных,

но не Fas�дефицитных мышей. Пере�

вязка желчных протоков у Fas�дефи�

цитных животных сопровождалась

снижением апоптического индекса,

торможением процесса повреждения

печени и удлинением сроков их вы�

живания по сравнению с контролем

[17]. Авторы считают, что Fas�актива�

ция играет доминирующую роль в

процессах инициации желчными

кислотами гепатотоксичности.

Закономерен вопрос: какова

причина Fas�активации токсичес�

кими желчными кислотами? Потен�

циальные механизмы могут вклю�

чать альтерацию синтеза белков Fas�

системы, Fas�компартментацию и

Fas�тримеризацию в мембране клет�

ки [18]. Оказалось, что токсические

желчные кислоты не ускоряют Fas�

синтез, а промотируют быстрый

транспорт Fas�везикул из цитоплаз�

мы к плазматической мембране [18].

Апоптоз гепатоцитов, индуциро�

ванный желчными кислотами, зави�

сит от транслокации Fas в мембрану

гепатоцита. Однако, остается не яс�

ной роль Fas�транслокации для за�

пуска спонтанной ассоциации до�

менов смерти Fas�рецептора. Пред�

ложенная авторами новая гипотеза

токсикант�индуцируемого внутрик�

леточного транспорта рецепторов

смерти с последующим их встраива�

нием в мембрану гепатоцита суще�

ственно дополняет хорошо изучен�

ный процесс в рамках сценария

апоптической клеточной гибели

[6,19]. В целом, желчные кислоты,

накапливаясь в печени при ухудше�

нии канальцевого (по желчным про�

токам) транспорта, инициируют

транслокацию Fas�белков из цитоп�

лазмы в мембрану клетки и способ�

ствуют запуску апоптического про�

цесса в клетках печени.

Апоптоз, индуцированный 
окислительным стрессом�

оксидативная клеточная травма
Токсичность АФК  — феномен,

обозначенный как "окислительный

стресс", впервые введен в научную

литературу в 1985 г. Т.Зисом ( цит.по

[20]).  Термины АФК, а в последнее

время АФА, а также активные фор�

мы липидов (АФЛ), наряду с поня�

тиями "свободные радикалы" и

"окислительный стресс" и другие так

прочно вошли в лексикон совре�

менной науки, что порой создается

впечатление, что каждое словосоче�

тание означает одно и тоже. Поэто�

му возникает необходимость уточ�

нения определения указанных тер�

минов. К АФК обычно относят ра�

дикалы кислорода  — супероксид

•О2
– и гидроксил�радикал • ОН, а

также нерадикальные производные

кислорода: перекись водорода Н2О2,

гипохлорит ClО– и озон О3 [19].

Сюда же отнесен синглетный кис�

лород, роль которого в фотобиоло�

гических процессах очевидна [21],

но в темновых биохимических реак�

циях довольно спорна. К АФА отно�

сят монооксид азота и продукты его

взаимодействия с кислородом и его

активными формами, в частности

пероксинитрит, образующийся в ре�

акции нитроксида (часто называе�

мый окисью азота) с супероксидом:

• NО + • О2
– → ОNОО– . К АФЛ

относят гидропероксиды ненасы�

щенных жирных кислот (LOOH)  и

свободные радикалы, участвующие

в цепном (перекисном) окислении

липидов. Это алкильные радикалы

(L•), алкоксильные (LO•) и диок�

сид�радикалы (LОO•)[20]. Свобод�

ные радикалы разделены на природ�

ные и чужеродные. Чужеродные об�

разуются либо в результате метабо�

лизма чужеродных соединений

(ксенобиотиков), либо под действи�

ем ионизирующей/ ультрафиолето�

вой радиации [21].  Природные ра�

дикалы разделяют на первичные

(образуются в результате фермента�

тивных реакций) и вторичные (об�

разуются неферментативным путем

из активных молекул, таких как пе�

роксид водорода, липопероксиды

или гипохлорит). К первичным ра�

дикалам относят семихиноны (уби�

хинол • QН), супероксид (• О2
–) и

нитроксид (•NО) [20]. Термин

"окислительный стресс" по сущест�

ву описывает дисбаланс между про�

дукцией АФК/АФА/АФЛ и оксида�

нтной защитой [20]. Мы предлагаем

отдельный термин "оксидативное

апоптоз�зависимое повреждение"

клеток, которое может произойти в

результате апоптоз�ассоциирован�
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ного окислительного стресса. Этот

термин необходим еще и потому,

что понятие окислительный стресс

весьма расплывчато и зависит от то�

го, что именно мы называем про� и

антиоксидантами. Чтобы окисли�

тельный стресс привел к оксидатив�

ному апоптоз�зависимому повреж�

дению клетки, необходимо превра�

щение первичных ("полезных") ра�

дикалов в другие, более активные

формы кислорода, азота, липидов,

включая вторичные радикалы. Об�

щая схема этих реакций представле�

на на рисунке.

В пунктирной рамке приведены

реакции двух первичных радикалов

в условиях нормального метаболиз�

ма. Окись азота участвует в регуля�

ции интенсивности работы дыха�

тельной цепи митохондрий (1). Су�

пероксидный радикал под действи�

ем фермента супероксиддисмутазы

(СОД) превращается в перекись во�

дорода (2). Последняя окисляет глу�

татион с образованием дисульфида

(3). Это влияет на редокс�потенциал

цитоплазмы и способствует перехо�

ду белков тиолов в дисульфиды. Из�

быток перекиси водорода разлагает�

ся каталазой (4). В реакции суперок�

сида и окиси азота образуется ток�

сическое соединение пероксинит�

рит (5), способное вызывать перок�

сидацию липидов и необратимо на�

рушать работу дыхательной цепи.

Супероксид может также восстанав�

ливать трехвалентное железо (в

частности, в составе железосерных

комплексов) до двухвалентного.

Последний обладает выраженным

цитотоксическим действием благо�

даря реакциям с пероксидом водо�

рода (9) и перекисями липидов (8).

В этих реакциях образуются высо�

коактивные вторичные радикалы.

Окислительный стресс и реакции
воспаления при апоптоз�зависимой 

"токсической" патологии печени
Эндотоксемия токсического ге�

неза, алкогольный гепатит, пости�

шемическая/ реперфузионная трав�

ма и эндотоксикант�индуцирован�

ная гепатотоксичность характеризу�

ются системными и местными реак�

циями воспаления с миграцией

макрофагов и нейтрофилов в сосу�

дистое русло печени [24�26]. Основ�

ные функции этих фагоцитов �� раз�

рушение микроорганизмов, удале�

ние гибнущих клеток и их фрагмен�

тов и подготовка к регенерации. В

результате генерации фагоцитами

токсических медиаторов, окружаю�

щие здоровые клетки могут также

подвергаться повреждению, что, в

свою очередь, может способствовать

усилению поражения печени [24,

26]. На протяжении последних 5 лет

уточняется роль нейтрофилов в вос�

палительном поражении печеноч�

ной ткани и многих аспектов нейт�

рофил�медиированной цитотоксич�

ности. Нейтрофилы мигрируют в

сосуды печени в месте локального

поражения тканей и генерируют хе�

мокины и другие медиаторы воспа�

ления, включая TNF�a; IL�1, фак�

торы комплемента, фактор актива�

ции тромбоцитов [27,28].  Каждый

из этих медиаторов способен повы�

шать уровни экспрессии b2 интегри�

нов нейтрофилов [24]. В печени

нейтрофилы накапливаются в сину�

соидах и участвуют в процессах ад�

гезии к венозному эндотелию [29].

Причем, миграция нейтрофилов в

синусоиды печени не связана с мо�

лекулами клеточной адгезии

(САМs). Однако, полученные дан�

ные свидетельствуют об активации

вазоконстрикции в синусоидах и

сморщивании синусоидальных кле�

ток. К тому же показано, что после�

дующие стадии более устойчивой

адгезии к эндотелию, трансмигра�

ции и адгезии к гепатоцитам регули�

руются молекулами САМs (ICAM�1

и VCAM�1) [30]. Экспрессия Е�се�

лектина на поверхности эндотелия

активирует нейтрофилы в процессе

трансмиграции [27]. Адгезия и

экстравазация нейтрофилов в сину�

соиды не затрагивает РЕСАМ�1, Р�

или L�селектины. Напротив, акти�

вация и адгезия нейтрофилов в

постсинусоидальных венулах зави�

сит от Р�/L�селектинов и ICAM�1,

соответственно [24,27]. Вовлечен�

ность в эти процессы на лейкоци�

тарной поверхности представителей

семейства b2 (СD18)�интегринов

оказалась критической для нейтро�

фил�медиированной травмы [24].

LFA�1 (CD11a/CD18) и Mac�1

(CD11/CD18) включены в транс�

миграцию и адгезию к гепатоцитам

[24]. Повышение уровня экспрессии

Mac�1 является предвестником про�

цесса нейтрофил�индуцированной

цитотоксичности [25]. Прилипание

нейтрофилов к клеткам�мишеням с

помощью Mac�1 инициирует высво�

бождение протеаз и пролонгирует

образование АФК. Причем, нейтро�

филы приобретают повышенную

цитотоксичность, когда мигрируют

из синусоидов в субсинусоидальное

пространство Диссе в условиях пе�

ченочного повреждения [29]. Для

трансмиграционных процессов

нейтрофилы используют сигналы

хемотаксиса. Хемокины, генерируе�

мые гепатоцитами, могут являться

триггерами нейтрофил�индуциро�

ванной цитотоксичности [31]. Кро�

ме того, продукты переокисления

липидов обладают повышенной хе�

мотаксической активностью [32] и

способны обусловливать устойчи�

вость и обширность повреждения.

Недавно апоптическая гибель гепа�

тоцитов была изучена в качестве по�

тенциального индуктора экстрава�

зации нейтрофилов и усилителя эн�

дотоксин�индуцированного пов�

реждения печеночной ткани [33,34]. 

При алкогольном гепатите по�

вышенное количество апоптически

измененных клеток печени и нейт�

Рисунок. Механизмы действия супероксидного радикала в митохондриях
[22,23].
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рофилов коррелировало со сте�

пенью выраженности эндотоксин�

индуцированного тканевого пов�

реждения [35]. Токсическая травма

эндотелия синусоидов печени мо�

жет выступать как первичное звено

в каскаде реакций токсикант�инду�

цированного повреждения печени.

Авторы считают, что апоптоз гепа�

тоцитов и экстравазация нейтрофи�

лов является важнейшей результи�

рующей алкогольной травмы пече�

ни. Термином "токсическая" пато�

логия печени некоторые авторы

обозначают состояния, при которых

гепатоциты оказываются более

восприимчивыми к алкоголь�инду�

цированному апоптозу (цит.по[6]).

Это характерно для случаев, обус�

ловленных перегрузкой печени со�

лями тяжелых металлов, которые

часто сопровождают картину алко�

голь�зависимой интоксикации. Дей�

ствительно, у животных с накопле�

нием солей тяжелых металлов в пе�

ченочной паренхиме отмечено су�

щественное повышение количества

апоптических гепатоцитов [35]. Раз�

личные механизмы могут обуслов�

ливать развитие алкоголь�индуци�

рованного апоптоза гепатоцитов.

При этаноловой интоксикации вы�

явлены изменения печеночной тка�

ни вследствие развития окислитель�

ного стресса путем генерации АФК

[6, 35].

Важный механизм образования

свободно�радикальных форм кис�

лорода и переокисления липидов

обусловлен влиянием цитохрома

Р450 2Е1 (CYP 2E1). Трансдукция

экспрессированного CYP 2E1 гепа�

тоцитами усиливает переокисление

липидов с помощью продукции

АФК и способствует последующему

развитию апоптоза, возможно, в ре�

зультате перенасыщения клеток

арахидоновой и другими полинена�

сыщенными жирными кислотами

(цит.по[4]). С этой изоформой ге�

мопротеина связаны этанолокисля�

ющие свойства, поскольку Р450 2Е1

окисляет спирт до ацетальдегида.

Этанол, ионы железа и полиненасы�

щенные желчные кислоты оказа�

лись значительно более токсичны�

ми для CYP 2E1 сверхэкспрессиро�

ванных клеток (линия Е9)  печени,

чем для клеток линии MV5 в конт�

роле [36, 37]. Их токсичность зави�

села от времени и концентрации и

ассоциировалась с переокислением

липидов. CYP 2E1�зависимая кле�

точная гибель развивалась по апоп�

тическому сценарию и ассоцииро�

валась с активацией каспазы 3

(главной эффекторной каспазой в

апоптозе), блокировалась панкас�

пазным ингибитором [37]. Прото�

онкоген Bcl2 блокировал высвобож�

дение митохондриального цитохро�

ма C в процессе апоптической сиг�

нализации, а трансфекция с по�

мощью плазмид�содержащего Bcl2�

белка предупреждала инициацию

апоптоза по митохондриальному

пути развития [36]. Ионы железа и

арахидоновая кислота тормозили

потенциал мембраны митохондрий

в CYP 2E1�сверхэкспрессированных

клетках и снижали в них уровни

клеточного АТФ. Звездчатые клетки

печени отвечали реакцией коллаге�

нообразования на токсигенную

травму и на активацию образования

АФК самими же клетками Ито [38].

В клетках линии (HepG2, E47) было

обнаружено время зависимое повы�

шение синтеза коллагена I типа пос�

ле инкубации их с клетками (линия

С34). Эксперименты показали, что

клетки Е47 генерировали АФК

(Н2О2) и инициировали высвобож�

дение продуктов переокисления ли�

пидов, способствующих синтезу

коллагена I типа клетками Ито. 

Пути регуляции апоптоза: 
механизмы тренсмембранной 
проницаемости митохондрий

Известно, что мембраны мито�

хондрий играют ведущую роль в

апоптозе [39�41]. Резкое изменение

проницаемости мембран митохонд�

рий при обработке ионами кальция

получило название "скачок прони�

цаемости" ("permeability transition",

сокращенно РТ или MPT) [41]. Ос�

новные показатели РТ, используе�

мые чаще всего, это набухание ми�

тохондрий и потеря мембранного

потенциала [41]. Изучение осмоти�

ческого поведения митохондрий,

поврежденных кальцием и фосфа�

том (т.е. уже набухших), показало,

что в этих органеллах действительно

имеется резкая граница проницае�

мости: она соответствует существо�

ванию пор, через которые могут

проходить молекулы с молекуляр�

ной массой более 1500 Д. Эти поры

называют неселективными порами

внутренней митохондриальной

мембраны (НСП).

В опытах с пэтч�клампом (цит.

по [42]) на гигантских митохондри�

ях, полученных от крыс, содержав�

шихся на купризоновой диете, были

обнаружены большие каналы в на�

ружной мембране органелл. Инги�

биторный анализ позволил предпо�

ложить, что в состав каналов входит

VDAC (белок порин). При этом,

первоначально образованные сред�

ние каналы постепенно сливаясь

формировали мегаканалы наружной

мембраны митохондрий, что прояв�

лялось в существовании нескольких

уровней мембранной проводимос�

ти. Вскоре тем же методом с пэтч�

клампом были получены доказа�

тельства существования больших

пор и во внутренней митохондри�

альной мембране [42].

Причиной повреждающего

действия Са2+ явилась  активация

фосфолипазы А2, которая содер�

жится во внутренней мембране ми�

тохондрий. Энергизированные ми�

тохондрии (в аэробных условиях)

поглощают Са2+ и удаляют его из

среды, тем самым защищая себя от

повреждающего действия фосфоли�

пазы А2. В условиях аноксии и деэ�

нергизации митохондрий Са2+ вы�

ходит из органелл и активирует фос�

фолипазу [39]. Набухание митохо�

ндрий — это увеличение объема

матрикса под действием избыточно�

го осмотического давления внутри

митохондрий по сравнению с окру�

жающей средой. Обычно набухание

объясняли образованием НСП, за�

висимых от кальция и осмотическо�

го давления белков матрикса. В

действительности оказалось, что

действие ионов Са2+ обусловлено

активацией фосфолипазы А2 и пос�

ледующим ростом проницаемости

внутренней мембраны для катио�

нов, которые активно накапливают�

ся в матриксе под действием элект�

рического поля [40]. Как отмечают

авторы, это происходит до, а не пос�

ле фосфорилирования белков НСП в

мембране. Существует и вторая при�

чина набухания — переокисление

липидов мембран, которая приводит

к окислению тиоловых групп белков

и "перекисному" набуханию митохо�

ндрий по типу "p�swelling" [41]. 

В работе [43] набухание митохо�

ндрий в присутствии тироксина ин�

терпретируется как обратимое обра�

зование белковых пор во внутрен�

ней мембране, а предотвращение

этого набухания аденозиндифосфа�

том (АДФ), — как закрывание этих

пор, которое обычно связывают с
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взаимодействием АДФ с АТР/АДР�

обменником или антипортером

(ААА). Установлено [41], что белок�

обменник (ААА) может формиро�

вать большие каналы в присутствии

Са2+.

Важнейшим компонентом НСП

считается белок наружной мембра�

ны митохондрий  — потенциал�за�

висимый анионный канал, VDAC

("voltage�dependent anion channel"),

называемый также митохондриаль�

ным порином. Другие белки, такие

как аденин нуклеозид транслокатор

(ANT) — локализованный во внут�

ренней мембране, а также кардио�

липин и циклоспорин D, обнару�

женный в матриксе [41], очень тес�

но связаны с механизмом трансме�

мбранной проницаемости митохо�

ндрий. Оказалось, что для образова�

ния сквозной поры в двух мембра�

нах сначала необходимо тесное

сближение их друг с другом, а для

формирования дефекта в липидном

слое митохондриальной мембраны

определенную роль может играть

также явление её "электрического

пробоя" [44].

В последние годы стала очевид�

ной центральная роль цитохрома C

в развитии апоптоза. Механизм ак�

тивации каспаз цитохромом C де�

тально изучен [39]. Однако, высво�

бождение цитохрома C из митохо�

ндрий может быть не только пуско�

вым фактором апоптоза, но и нао�

борот, следствием действия на ми�

тохондрии факторов, вызывающих

апоптоз. К ним относятся белки Fas

и TNF. Каскады реакций, запускае�

мые ими,  включают активацию кас�

паз 8 и 1. С рецептором Fas связыва�

ется  белок FADD/MORT, имеющий

участок DED ("death ejector domain")

[41, 45], к которому присоединяется

каспаза 8 и TRADD ("TNF receptor

associated protein"). При связывании

Fas с рецептором происходит его аг�

регация и связывание каспазы 8 с

DED, её превращение в активную

каспазу 8, которая, в свою очередь,

атакует прокаспазы 1 и 3, превращая

их в активные каспазы 1 и 3 с после�

дующим запуском всего каскада

апоптических изменений в клетке.

Наряду с независимым от митохо�

ндрий путем, имеет место также

путь, связанный с действием апоп�

тогенов на мембраны митохондрий.

Началом его может служить рас�

щепление белка Bid  с образованием

его "усеченной" формы t�Bid [41].

Последний вызывает образование

пор в мембранах митохондрий и вы�

ход цитохрома C,   что приводит к

активации каспазы 9 и последующе�

му развитию каскада реакций, веду�

щих к апоптозу. Таким образом, вы�

ход цитохрома C может служить свя�

зующим звеном между действием

апоптогенов на клетку и развитием

апоптоза, а также выполнять функ�

ции так называемого "вторичного

мессенджера" апоптоза [41].

Митохондриальные дисфункции
при апоптоз�зависимой

гепатотоксичности
Митохондриальная дисфункция

является важнейшим механизмом

развития неалкогольного стеатоге�

патита, а также цитолитического ге�

патита, течение которых обусловле�

но лекарственной гепатотоксич�

ностью.

Неалкогольный стеатогепатит

(НАГС) имеет прогрессирующее те�

чение у больных с хронически про�

текающими макровезикулярным и

микровезикулярным стеатозом и

способствует гибели печеночных

клеток, появлению телец Мелори,

инфильтрации полинуклеаров,

фиброзу и циррозу паренхимы пече�

ни [46]. НАСГ часто встречается у

больных с ожирением, а также с

синдромом инсулинорезистентнос�

ти, и у пациентов, находящихся на

постоянном приеме кордарона, пе�

роксилина, НПВС, антидепрессан�

тов и др.препаратов [46]. Их катион�

ные амфифильные молекулы на�

капливаются в митохондриях и тор�

мозят их функции b�окисления и

дыхания [47]. Торможение дыха�

тельной функции индуцирует на�

копление АФК в митохондриях и

образование продуктов переокисле�

ния липидов в жировых депо. Ана�

логично, злоупотребление алкого�

лем повышает образование АФК,

продуктов переокисления липидов

и способствует развитию стеатоге�

патита [46]. Как АФК, так и продук�

ты переокисления липидов индуци�

руют высвобождение цитокинов

(TGF�b, TNF�a, IL�8), которые

участвуют в прогрессировании

НАСГ. 

Для цитолитического гепатита

характерно   формирование пече�

ночных нарушений, которые могут

быть обусловлены торможением ми�

тохондриального дыхания с появле�

нием признаков печеночной недос�

таточности [48,49]. Другой  меха�

низм основан на возникновении

при определенных обстоятельствах

стремительного роста проницаемос�

ти для ионов внутренней мембраны

митохондрий (РТ). Открытие РТ�

пор (каналов) способствует инициа�

ции преимущественного развития

событий по некротическому или

апоптическому сценарию [46]. При

этом, в тех случаях, когда большин�

ство митохондрий в гепатоцитах

вовлечено в мембранно�связанный

процесс нарушения проницаемости,

блокируется синтез АТФ в клетках и

они гибнут по некротическому типу.

И, наоборот, при незначительном

вовлечении в процесс митохондрий

в клетках, синтез АТФ сохранен и

дальнейшие события развиваются

по апоптическому сценарию, что

предупреждает развитие некроза

тканей печени. В митохондриях,

подвергнутых РТ, отмечается набу�

хание матрикса, а также трансфор�

мация барьерных свойств внутрен�

ней и наружной мембран, что акти�

вирует каспазы цитозоля путем выс�

вобождения цитохрома С [50].

Оказалось, что различные  апоп�

тогены вызывают РТ. В частности,

АФК и АФА, желчные кислоты, ат�

рактилозид, бетулиновая кислота,

лонидамид могут открывать РТ�по�

ры, в то время как салициловая и

вальпроиновая кислоты способ�

ствуют только облегчению Са2+�за�

висимого открытия РТ�каналов

[3,51]. Другие соединения из группы

противоопухолевых препаратов

способствуют активации экспрес�

сии FasL в гепатоцитах и иницииру�

ют Fas� и PT�зависимую "тоталь�

ную" клеточную гибель [52]. Более

общепринятый механизм развития

цитолитического гепатита предпо�

лагает цитохром Р450�зависимое

образование реактивных форм ме�

таболитов, что обусловливает сис�

темную токсичность и развитие им�

мунных реакций. Реактивные фор�

мы метаболитов могут индуциро�

вать повреждение ДНК и сверхэк�

спрессию р53 и Bax барьеров, сни�

жение содержания глютатиона,

окисление тиоловых групп белка и

повышение цитозольного Са2+ [53].

Bax�сверхэкспрессия, образование

дисульфитов, повышение Са2+�пула

в митохондриях выступают в каче�

стве промоторов РТ и клеточной ги�

бели. Ковалентные связи реактив�

ных форм метаболитов с печеноч�
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ными белками могут также высту�

пать в качестве триггеров иммунно�

го ответа [46]. И, наконец, все три

механизма эффективности действия

цитотоксических Т�лимфоцитов:

экспрессия Fas�лиганда на клеточ�

ной поверхности, образование

TNF�a и  высвобождение гранзима

В — могут служить инициаторами

РТ при апоптоз�зависимой гибели

печеночных клеток�мишеней

[3,46,50].

Роль NO и пероксинитрита в про�
цессах токсикант�индуцированного 

апоптоза гепатоцитов
Ранее была показана возмож�

ность инактивации образования су�

пероксида (•О2
–) и монооксида

(•NО2
–) азота при механической

активации Купферовских клеток

[2]. Предобработка животных (мы�

ши, крысы) с инактивацией макро�

фагов декстраном, LPS или дихлор�

метилен дифосфонатом снижалa

ацетоминофеновую токсичность

[54]. Индуцибельная (iNOS) синте�

таза экспресcировала клетки Ито и

гепатоциты, в то время как ацетами�

нофен индуцировал iNOS в гепато�

цитах крыс[55]. Экспрессию конс�

титуитивной (eNOS) синтетазы об�

наруживали на поверхности эндоте�

лиоцитов сосудов печени [55].

Важную роль iNOS на примере

ацетоминофеновой гепатотоксич�

ности отметили в исследовании [54]

с использованием iNOS�"нокаути�

рованных" мышей. Хотя уровни

АЛТ в плазме (биологический мар�

кер гепатотоксичности) были низ�

кими у iNOS�нокаутированных мы�

шей, по сравнению с контролем,

воздействие ацетаминофеном пока�

зало недостоверность морфологи�

ческих отличий между группами,

отличающимися по гепатотоксич�

ности. Однако, ацетаминофен вы�

зывал приблизительно 5�кратную

индукцию синтеза NO (оценивае�

мую по содержанию нитратов и нит�

ритов в плазме) у интактных живот�

ных. У iNOS�нокаутированных мы�

шей регистрировали повышение

уровней синтеза NO на фоне незна�

чительного содержания нитротиро�

зина. Нитротирозин у iNOS�нокау�

тированных мышей оказался цент�

ролобулярного происхождения, что

подтверждало возможную вовлечен�

ность в процесс экспрессии eNOS

синтетазы. Ацетоминофен не повы�

шал переокисления липидов у инта�

ктных животных [56]. В то же время

обнаружено повышение уровня ма�

лонового диальдегида у iNOS�нока�

утированных мышей [59]. Авторами

выдвинута гипотеза о том, что на�

чальные этапы ацетоминофеновой

гепатотоксичности включают:  ме�

таболические превращения цитох�

рома Р450 до N�ацетил�р�бензокви�

нонимина ((NAPQI), истощение за�

пасов глютатиона и образование

ковалентных связей (аддуктов). У

интактных животных индукция

синтеза NO и генерация суперокси�

да происходили последовательно с

образованием пероксинитрита.

Обычно глютатион детоксици�

рует пероксинитрит [57]. После ис�

тощения запасов глютатиона и

NAPQI пероксинитрит способен

окислять многие макромолекулы. In

vitro ацетоминофен вступает в кон�

курентные взаимоотношения с ти�

розином за реакцию с пероксинит�

ритом, однако in vivo пероксинит�

рит взаимодействует с тирозином у

интактных животных. У iNOS� но�

каутированных мышей наблюдали

повышение продукции супероксида

после ацетоминофеновой нагрузки,

но не синтеза NO. Супероксид был

вовлечен в процесс переокисления

липидов. Таким образом, ацетоми�

нофеновая токсичность обусловли�

вала процессы нитратообразования

у интактных животных и переокис�

ления липидов у iNOS�нокаутиро�

ванных мышей. Действительно,

вступая во взаимодействие с супе�

роксидом, NO  может предупреж�

дать переокисление жиров у интакт�

ных животных [58].

Эти данные свидетельствуют о

важной роли пероксинитрита в ка�

честве медиатора гепатотоксичнос�

ти и подтверждают, что NO является

фактором контроля уровня супе�

роксида в гепатоцитах. С учетом за�

пасов глютатиона NO может запус�

кать механизмы или токсичности,

или детоксикации.

В этой связи представляет осо�

бый интерес препарат глутаргин (L�

аргинин+ глютаминовая кислота),

обладающий свойствами блокатора

переокисления липидов в гепатоци�

тах, восстановителя нарушенного

желчеобразования и  фактора конт�

роля процесса хронизации .

Заключение
Гибель клеток — необходимый

этап в нормальном развитии орга�

низма, решающее звено в процессах

роста, старения и развития многих

заболеваний человека. Различают

два механизма гибели клеток: нек�

роз и апоптоз. Оказалось, что оба

процесса связаны с повреждением

митохондрий, которое включает в

себя нарушение барьерных свойств

митохондриальных мембран и вы�

ход цитохрома C в цитоплазму клет�

ки.

Выяснение механизмов образо�

вания активных форм кислорода  —

одна из "горячих" точек современ�

ной медико�биологической науки.

Решающим моментом в переключе�

нии работы дыхательной цепи ми�

тохондрий на продукцию медиато�

ров окислительного стресса являет�

ся ингибирование дыхательной це�

пи продуктами переокисления ли�

пидов и активация образования из�

бытка АФК, ведущих к высвобожде�

нию цитохрома C, апоптической ги�

бели клеток и развитию различных

патологических состояний.

Наличие множественных меха�

низмов инициации повреждения

печеночных клеток, действующих

одновременно, усугубляет тяжесть

процесса тканевой деструкции. Ми�

тохондрия, в определенной степени,

является селективной мишенью для

гепатотоксического действия боль�

шинства токсикантов. Её дисфунк�

ция является результатом ухудше�

ния энергетического метаболизма и

развития внутриклеточного окисли�

тельного стресса с образованием

чрезмерного количества токсичес�

ких молекул. Индукторами допол�

нительной травмы печени, согласно

апоптическому и некротическому

сценариям, служат CYP 2E1, желч�

ные кислоты и многие другие эндо�

токсиканты. Так как существует

множество основных и дополни�

тельных механизмов токсикант�ин�

дуцированной гибели гепатоцитов

— гепатотоксичность остается вес�

кой причиной изучения неперено�

симости и безопасности новых ле�

карственных соединений и их кли�

нического применения.
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В.М.Залеський, О.Б.Динник

МЕХАНІЗМИ ТОКСИКАНТ�ІНДУКОВАНОГО
АПОПТОЗУ  ПЕЧІНКОВИХ КЛІТИН

Огляд присвячено специфічним механізмам токсикант�інду�

кованого апоптозу кооперації печінкових клітин. Оксидантний

стрес призводить до апоптозу гепатоцитів через формування не�

селективних пор мембрани мітохондрій (мегаканалів) за допомо�

гою її головних білків, що супроводжується зростанням проник�

ливості внутрішньої мембрани мітохондрій, набуханням матрик�

су, виходом цитохрому c. Порушення проникливості мембрани

мітохондрій обумовлює появу мітохондріальної дисфункції і мо�

же сприяти развитку некрозу або каспазо�залежного апоптозу.

Мітохондріальна дисфункція є найважливішим механізмом роз�

витку захворювань токсико�метаболічного генезу: стеатогепатиту

(неалкогольного генезу) і цитолітичного гепатиту, і супровод�

жується накопиченням жовчних кислот, погіршенням міто�

хондріального дихания і ушкодженням ДНК мітохондрій.

V.N.Zalessky, O.B.Dynnyk

MECHANISMS OF THE TOXICANT — INDUCED
LIVER CELLS APOPTOSIS

This review recent advances in specific mechanisms of  toxicant —

induced liver cells apoptosis. Oxidative stress rise to apoptosis due to

transformation of proteins ( ANT3  and other) into the megacanals, pore

formation in the inner membrane of mitochondria with matrix swelling

and cytochrome c leakage out of mitochondria. Induction of the miro�

chondrial permeability transition is mechanisms causing mitochondrial

failure, which can lead to necrosis from ATP depletion or caspase�

dependent apoptosis. Nonalcoholic steatohepatitis and cytolytic hepatitis

involve mitochondrial failure, including impairment of mitochondrial

fatty, acid, inhibition of mitochondrial respiration, and damage to mito�

chondrial DNA.




