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(ОБЗОР)

Е. С. Кокарева1, В. В. Морозов1, Я. М. Станишевский1*, М. А. Журавлева1, А. В. Зубков2

Резюме. В работе представлен обзор строения и функций ферментов семейства каспаз. Рассмотрены основные этапы и пути развития 
программируемой клеточной гибели – апоптоза. Продемонстрированы механизмы ингибирования и активации каспаз, и их роль в апоптозе 
клеток. Отдельные этапы активации каспаз в организме остаются ещё недостаточно исследованными. В настоящее время, подробно изучены 
строение, свойства, ключевые моменты функционирования и регуляции каспаз в организме, однако на молекулярном и клеточном уровнях, 
недостаточно для непосредственного регулирования их деятельности. Современные исследования влияния искусственно созданных 
субстанций различной природы на эти ферменты, в свою очередь, открывают перспективы для дальнейшего поиска методов их регуляции что, в 
свою очередь, позволило бы использовать полученные знания в лечении онкологических, аутоиммунных и нейродегенеративных заболеваний.

Ключевые слова: апоптоз, каспаза, нуклеотиды, субстанции нуклеотидно-пептидной природы, программируемая клеточная смерть.
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Abstract. The paper presents an overview of the structure and functions of caspase group enzymes. The main stages and ways of development of 
programmed cell death – apoptosis were demonstrated. The mechanisms of inhibition and activation of caspasesand their role in cell apoptosis are 
demonstrated. The different stages of caspase activation in the body are still insufficiently studied. At present, the structure, properties, key points 
of the functioning and regulation of caspases in the body have been studied in detail, but at the molecular and cellular levels it is not enough to di-
rectly regulate their activity. Modern studies of the effect of artificially created substances of different nature on these enzymes, in turn, open up 
prospects for further search for methods of their regulation, which in turn would allow using the knowledge gained in the treatment of oncological, 
autoimmune and neurodegenerative diseases.

Keywords: apoptosis, caspase, nucleotides, nucleotide-peptide substances, programmed cell death.

УДК 615.3 

Поиск и разработка новых лекарственных средств

ВВЕДЕНИЕ
Изучение механизмов программированной гибе-

ли клеток, является одной из актуальных проблем со-
временной биологии, биохимии, генетики, медицины 
и ряда смежных дисциплин. Центральной компонен-
той в механизме осуществления апоптоза является 
протеолитическая система, состоящая из семейства 
белков, называемых каспазами. Каспазы обнаружены в 
большинстве живых организмов, и подразделяются на 
инициаторные и эффекторные. Эти энзимы участвуют 
в последовательности процессов, запускаемых в ответ 
на проапоптотические сигналы, и расщепляют амино-
кислотные последовательности белков, что приводит, 
в итоге, к гибели клетки. За последнее десятилетие 

многие ключевые моменты функционирования и ре-
гуляции каспаз были изучены на молекулярном и кле-
точном уровнях. 

В настоящее время установлены основные ме-
ханизмы реализации процесса апоптоза в эукари-
отических клетках, активно ведутся исследования 
регуляторов и активаторов апоптоза. Интерес учё-
ных связан с возможностью применения знаний о 
программируемой клеточной смерти при лечении 
онкологических, аутоиммунных и нейродегенера-
тивных заболеваний. В данной работе представлен 
обзор последних достижений и описание современ-
ных представлений о регуляции каспаз в процессе 
апоптоза.
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МЕХАНИЗМ АПОПТОЗА
Апоптоз представляет собой генетически запро-

граммированную, форму гибели клетки и является не-
обходимым условием нормального существования 
организма. Назначение апоптоза состоит в поддер-
жании постоянства численности клеток, обеспечении 
правильного соотношения клеток различных типов и 
удалении генетически дефектных. 

Процесс апоптоза характеризуется особенностя-
ми морфологии – ядро и цитоплазма уменьшаются в 
размерах, конденсируются, фрагментируются, клет-
ка распадается на несколько частей (апоптотические 
тельца), содержащих элементы ядра [1, 3, 4]. Ядро под-
вергается разрушению через образование крупных 
фрагментов с последующей их межнуклеосомной 
деградацией. Плазматическая мембрана клетки пре-
терпевает ряд изменений, в результате чего апопто-
тические тельца быстро поглощаются макрофагами [2, 
3]. Структурная целостность биологических мембран в 
ходе апоптоза не нарушается, что препятствует выхо-
ду содержимого цитоплазмы во внеклеточную среду и 
развитие воспаления [1, 2]. Процесс апоптоза, как пра-
вило, происходит без макроскопических признаков, 
структурных и функциональных дефектов ткани и без 
развития воспаления [2].

Условно весь процесс гибели клеток может быть 
разделен на две фазы: формирование и проведе-
ние апоптотических сигналов и демонтаж клеточных 
структур [1, 3]. Пути, которыми достигается конечная 
цель апоптоза – гибель клетки, различны и включают 
сложное взаимодействие большой группы веществ, 
центральное место среди которых занимают особые 
протеазы – каспазы. 

В клетках млекопитающих классическая передача 
сигнала апоптоза осуществляется либо внутренним, 
либо внешним путем, в зависимости от происхожде-
ния «стимулов смерти». Внутренний (митохондриаль-
ный) сигнал запускается в ответ на широкий диапа-
зон «стимулов смерти», которые генерируются в самой 
клетке, таких как онкогенная активация и поврежде-
ния ДНК. 

Генерация сигнала апоптоза внутри клетки осу-
ществляется митохондриями: в ответ на сигналы 
апоптоза, несколько белков высвобождаются из внут- 
римембранного пространства митохондрий в цито-
плазму. Некоторые из этих белков хорошо охарактери-
зованы (рисунок 1):

•• цитохром c;

•• SMAC (второй митохондриальный фактор, активиру-
ющий каспазы)/ DIABLO (белок с низким значением 
изоэлектрической точки непосредственно связыва-
ющийся с ингибитором апоптоза IAP);

•• AIF (фактор, вызывающий апоптоз);

•• EndoG (эндонуклеаза G);

•• OMI/HTRA2 (белок A2; белок теплового шока).

Возможно, наиболее интересным из этих проапоп-
тотических белков является цитохром c, который в ци-
топлазме связывается с белком APAF1 и активирует 
его [5]. Связывание цитохрома c с APAF1 вызывает та-
кое конформационное изменение, которое позволяет 
APAF1 связываться с ATФ/дезокси-ATФ и сформировать 
апоптосому, которая в свою очередь обеспечивает ак-
тивацию каспазы-9 [6], таким образом вызывая каскад 
реакций активации других каспаз. 

Внешний путь передачи сигнала апоптоза иници-
ируется связыванием внеклеточного лиганда смер-
ти, а именно –FasL–, с «рецептором смерти», таким 
как Fas34, на поверхности клетки. «Лиганды смерти» 
являются конститутивными гомотримерами и, сле-
довательно, связывание их с соответствующими ре-
цепторами приводит к формированию как минимум 
гомотримерного комплекса лиганд-рецептор, кото-
рый присоединяет в дальнейшем цитозольные фак-
торы, такие как FADD и каспазы-8, формируя олиго-
мерный индуцирующий смерть сигнальный комплекс 
(DISC). Формирование DISC приводит к активации ини-
циирующей каспазы (каспаза-8), которая в свою оче-

Рисунок 1. Классические пути апоптоза в клетках млекопита-
ющих [6]
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редь катализирует гидролиз и, как следствие, актива-
цию каспазы-3. Функция DISC в активации каспазы-8 
считается аналогичной функции, выполняемой апоп-
тосомой при активации каспазы-9, хотя детальные 
молекулярные механизмы этих процессов остаются 
неизвестными. Внешний путь передачи сигнала мо-
жет пересекаться с внутренним на стадии гидроли-
за BID (BH3 – единственный представитель семейства 
BCL2 белков), осуществляемом каспазой-8 [7], что при-
водит к высвобождению митохондриальных белков 
и повышению проницаемости наружной мембраны 
митохондрий. 

После инициации процесса апоптоза происходит 
активация каскада взаимодействий инициирующих и 
эффекторных каспаз, который заканчивается полной 
деградацией клетки.

СТРОЕНИЕ  
И ОСНОВНЫЕ ФУНКЦИИ КАСПАЗ

Каспазы – цистеиновые протеазы, которые ка-
тализируют гидролиз субстрата после остатка ас-
партата. Первая каспаза, интерлейкин-1-конвер-
тирующий (превращающий) фермент (ICE; также 
известный как каспаза-1), был идентифицирован у 
человека. Ключевая роль каспаз в процессе апопто-
за была установлена при изучении клеток нематоды 
Caenorhabditis elegans. В этих клетках ген ced-3 (cell-
death abnormality-3) кодировал цистеиновую про-
теазу, сходную с каспазой-1 (ICE) из клеток млекопи-
тающих [8]. В настоящее время идентифицированы 
14 различных каспаз млекопитающих, из которых 11 
присутствуют в клетках человека. 

По крайней мере, 7 из 14 известных каспаз млеко-
питающих играют важную роль в апоптозе [9]. Апопто-

тические каспазы обычно подразделяют на два клас-
са: инициирующие каспазы: каспазы -2, -8, -9, -10, и 
эффекторные каспазы: каспазы-3, -6 и -7 (рисунок 2). 
Инициирующие каспазы характеризуются продомен-
ным N-концевым участком, включающим один или не-
сколько специальных адапторных участков, важных 
для ее функционирования, тогда как эффекторные 
каспазы содержат 20–30 остатков в аминокислотной 
последовательности продомена.

Положение первого активационного гидроли-
за внутри цепи (между большой и малой субъедини-
цами, ~p20 и ~p10, соответственно) указано черной 
стрелкой, тогда как другие места гидролиза показа-
ны серыми стрелками. Полагают, что гидролиз в этих 
местах модулирует активность каспазы и регуляцию 
каспаз ингибитором белков апоптоза (IAP) и други-
ми белками. В отличие от других проферментов (зи-
могенов) протеаз, удаление N-концевого продомена 
каспазы не является необходимым условием для про-
явления ее каталитической активности. Продомены 
инициирующих каспаз неизменно содержат мотивы 
гомотипичного белок-белкового взаимодействия, та-
кие как домен рекрутирования каспазы (CARD) и до-
мен эффектора смерти (DED). Четыре поверхностных 
петли (L1-L4), которые формируют каталитическое 
углубление, обозначены на схеме. Каталитический 
остаток цистеина (Cys) показан в виде темной линии 
в начале L2. Субъединицы P20 и p10 формируют мо-
номер каспазы. 

Активация эффекторных каспаз, таких как каспа-
за-3, выполняется инициирующими каспазами – ка-
спазой-9, путем гидролиза в месте локализации спе- 
цифических остатков аспарагиновой кислоты, кото-
рые отделяют большую (~p20) и малую (~p10) субъеди-
ницы. Субъединицы P20 и p10 тесно связываются друг 

Рисунок 2. Каспазы млекопитающих, участвующие в процессе апоптоза [9]
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с другом, формируя мономер каспазы. Инициирую-
щие каспазы, наоборот, аутоактивируются. Поскольку 
активация инициирующих каспаз неизбежно запуска-
ет каскад реакций активации других каспаз в клетках, 
этот процесс тщательно регулируется и часто требу-
ет сборки многокомпонентного комплекса в условиях 
апоптоза. 

Для каспаз-1, -2, -3, -7, -8, -9 [53] млекопитающих 
были получены данные о пространственной структу-
ре. Указанные каспазы были кристаллизованы в виде 
гомодимеров (рисунок 3a). Основная структура мо-
номера каспазы консервативна и включает большую 
(~20 kDa) и малую (~10 kDa) субъединицы. Гомодимери-
зация обеспечивается гидрофобными взаимодействи-
ями, в которых принимают участие по шесть β-нитей 
от каждого мономера, формирующие единый непре-
рывный 12-нитевой β-лист (рисунок 3a). Несколько 
α-спиралей и коротких β-нитей расположены по обе 
стороны от центрального β-листа, который дает на-
чало фолдингу глобулы. Активные центры, сформи-
рованные четырьмя выступающими из структурного 

скелета петлями (L1-L4), расположены в двух противо-
положных концах β-листа (рисунок 3a).

Исследование таких структур показало, что базо-
вая конфигурация активного центра имеет высококон-
сервативное строение для всех изученных каспаз (ри-
сунок 3б). Сохранение конформации активного центра 
одного мономера обеспечивается L2΄ петлей соседне-
го мономера. Такая структура является ключевым эле-
ментом сохранения функциональной активности кас-
паз (рисунок 3).

РЕГУЛЯЦИЯ  
АКТИВНОСТИ КАСПАЗ

Каспазы синтезируются в виде профермента (зи-
могена), содержащего одну полипептидную цепь. Эф-
фекторные каспазы существуют конститутивно в виде 
гомодимера. Механизм активации эффекторных кас-
паз установлен на примере каспазы-7 и представляет 
собой последовательные изменения конформации ак-
тивного центра после активационного гидролиза (ри-
сунок 4а). 

Рисунок 3. Структурные особенности каспаз [10].

а) Структура каспаз на примере каспазы – 7; б) Активный центр каспаз

Рисунок 4. Молекулярный механизм активации прокаспазы-7 [10].

а) Схема процесса активации прокаспазы-7; б) Структура профермента прокаспазы-7

Поиск и разработка новых лекарственных средств



www.pharmjournal.ru 33

Сравнение неактивной структуры и структуры 
комплекса активной каспазы-7 с ингибитором (рису-
нок 4а) показывает стабильность структуры ядра (ба-
зовой части) прокаспазы-7 (зимогена). Однако петли, 
формирующие активный центр, изменяют конформа-
ционные изменения после гидролиза. Петля L2 искри-
вляется, сдвигая каталитически активный цистеин в 
неоптимальное для катализа положение (рисунок 4с). 
Поразительным фактом является изменение конфор-
мации, а именно поворот почти на 180° петли L2’, кото-
рая обеспечивает сохранение конформации активно-
го центра соседнего мономера каспазы. Кроме того, L3 
и L4 становятся очень гибкими (рисунок 4с). Эти кон-
формационные перегруппировки в зимогене каспа-
зы-7 предотвращают формирование субстрат-связы-
вающего кармана. Таким образом, полученные данные 
объясняют, почему прокаспазы-7 (зимоген) не облада-
ет каталитической активностью.

Гидролитическое расщепление цепи позволяет 
петлям L2’ и L2 принять открытую конформацию, ко-
торую можно наблюдать в структуре комплекса каспа-
зы-7 с ингибитором (рисунок 4a). Поскольку механизм 
взаимодействия между петлями L2’, L2 и L4 высококон-
сервативен, его можно считать общим для всех каспаз. 
Эта гипотеза была подтверждена для каспаз-3 и -6. 

ИНГИБИТОРЫ КАСПАЗ
Синтез каспаз подчиняется транскрипцион- 

ной регуляции и пост-трансляционной модифика-
ции. Кроме того, представители консервативно-
го семейства IAP белков могут потенциально ин-

гибировать ферментативную активность каспаз и 
постоянно удалять каспазы через метаболический 
путь – убиквитин-протеосома[11].

Известны следующие IAP белки млекопитающих:

•• XIAP (X-linked IAP);

•• c-IAP1, c-IAP2;

•• ML-IAP (IAP меланомы)/Livin;

•• ILP2 (IAP-подобный белок-2);

•• NAIP (белок-ингибитор апоптоза нейронов);

•• Bruce/Apollon и сурвивин.

В клетках млекопитающих, каспазы-3, -7 и -9 инги-
бируются белками IAP (рисунки 2, 5). Интересно, что 
каспаза-9, прежде всего, ингибируется XIAP, хотя она 
связывается с несколькими IAP. В отличие от этого, 
каспаза-3 и-7 ингибируются XIAP и, в меньшей степе-
ни, c-IAP1, c-IAP2 и NAIP [12]. 

Признаком IAP белков является наличие повто-
ряющегося домена бакуловирусного IAP (BIR), пред-
ставляющего собой ~80 аминокислотный цинк связы-
вающий домен. XIAP, c-IAP1 и c-IAP2 содержат три BIR 
домена каждый, при этом различные BIR домены име-
ют различные функции (рисунок 5). Сурвивин [13], со-
держащий единственный BIR домен, не ингибирует ак-
тивность каспазы in vitro. 

Молекулярный механизм ингибирования IAP бел-
ками эффекторных каспаз установлен путем анализа 
кристаллических структур каспазы-3 и каспазы-7 свя-
занных с ингибиторным фрагментом XIAP. В этих струк-

Рисунок 5. IAP белки [12]
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турах, короткий линкерный пептид, предшествующий 
BIR2 домену в XIAP, формирует идентичные взаимо-
действия с каспазой-3 или -7 (рисунок 6a). По срав-
нению с ковалентными пептидными ингибиторами, 
линкерный пептид молекулы XIAP обратно-ориенти-
рованно блокирует активный центр каспазы-3 или -7 
закрывая места входа субстрата (рисунок 6б). 

Линкерный пептид, расположенный перед доме-
ном BIR2 в XIAP, играет важную роль в ингибировании 
каспазы-3 или -7. Рекомбинантный белок с линкерным 
пептидом соединенным или с N-или с C-концом BIR1 
был способен связываться и ингибировать каспазу-3, 
тогда как ни BIR1, ни BIR2 в гомогенном состоянии не 
ингибировали фермент. 

Активированная каспаза-9 может ингибироваться 
BIR3 доменом XIAP. Мутационный анализ идентифици-
ровал три остатка в молекуле XIAP – Trp310, Glu314 и 
His343 – которые являются обязательными для XIAP-о-
посредованного ингибирования каспазы-9 [12]. 

Этот перехваченный мономер каспазы-9 имеет 
каталитически неактивную конформацию активного 
центра. Так, XIAP ингибирует каспазу-9, «поддерживая» 
ее в мономерном состоянии, которое предотвращает 
проявление каталитической активности. 

В отличие от XIAP, для которого мишенями явля-
ются каспазы-3, -7 и -9 млекопитающих, белок баку-
ловируса p35 является эффективным ингибитором 
большинства каспаз и in vivo и in vitro. Ингибирова-
ние каспазы белком p35 коррелирует с гидролизом 
после остатка Asp87 в полипептидной цепи, обра-
зующей петлю в активном центре, и последующим 
формированием комплекса протеазы с ковалент-
но связанным ингибитором. Аналогичный принцип 
действия установлен для другого бакуловирусного 
белка – p49. Кроме того, серпин (ингибитор серино-
вых протеаз) CrmA, выделенный из вируса коровьей 
оспы, также ингибирует активность ряда каспаз, на-
рушая структуру их активного центра, вероятно по 

Рисунок 6. Молекулярный механизм IAP опосредованного ингибирования эффекторных каспаз [12].

а) Кристаллическая структура каспазы-7; б) Крупным планом представлен активный центр каспазы-7 со связанным фрагментом 
XIAP

Рисунок 7. SMAC/DIABLO-опосредованное снятие ингибирования каспазы-9 белком XIAP [17]
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тому же механизму, который был установлен для 
процесса ингибирования серпином активности се-
риновых протеиназ.

СНЯТИЕ  
ИНГИБИРОВАНИЯ КАСПАЗ

В процессе апоптоза по IAP-опосредованному ин-
гибированию каспаз противодействует семейство 
белков, которые содержат тетрапептидный мотив, 
обеспечивающий связывание IAP [15] (рисунок 7a). У 
млекопитающих это митохондриальный белок SMAC/
DIABLO. Благодаря направленному расщеплению ми-
тохондриальной последовательности, зрелый белок 
SMAC/DIABLO содержит в N–концевой последователь-
ности тетрапептид – Ala-Val-Pro-Ile – который связы-
вается с консервативным углублением на поверхно-
сти BIR3 домена XIAPа [16]. Другой митохондриальный 
белок, HTRA2/OMI, также содержит связывающий IAP 
тетрапептид в N–концевой последовательности (ри-
сунок 7a) и может в высоких концентрациях противо-
действовать XIAP-опосредованному ингибированию 
каспазы-9 [16]. 

Участок связывания этого консервативного тет- 
рапептида находится на поверхности доменов BIR2 
и BIR3 в XIAP (93,94), c-IAP1 и c-IAP2. (рисунок 7б). Му-
тационная замена Ala на любую другую аминокис-
лоту, например метионин (Met) или глицин (Gly), 
приводит к блокированию взаимодействий с BIR до-
менами. В последовательности трех других амино-
кислот тетрапептида возможны замены, однако на-
личие пролина третьем положении и гидрофобного 
остатка с большими геометрическими размерами в 
четвертом положении является обязательным (ри-
сунок 7a). 

Тетрапептид SMAC/DIABLO способен удалять 
XIAP-опосредованное ингибирование каспазы-9, но 
не снимает IAP- ингибирование каспаз. Причины оче-
видны – участок связывания тетрапептида находится 
на поверхности BIR2 или BIR3 домена XIAP (или c-IAP1 
или c-IAP2), а участок его связывания при ингибиро-
вании каспазы-3 или-7 расположен между BIR1 и BIR2 
доменами XIAP (или c-IAP1 или c-IAP2). Важно, что для 
SMAC/DIABLO-опосредованного снятия ингибирова-
ния каспазы-7 необходимо связывание и с BIR2 и с BIR3 
доменами[17]. Согласно этой модели, связывание с BIR 
доменами обязательно не только для N-терминально-
го тетрапептида SMAC/DIABLO, но и для обширного по-
верхностного участка, который доступен только в ди-
мерном SMAC/DIABLO из «дикого типа». Эта модель 
подтверждается данными о слабом взаимодействии 
мономерных мутантов SMAC/DIABLO с BIR2 доменом 
и их неспособностью снимать IAP-опосредованное ин-
гибирование каспазы-3.

АКТИВАЦИЯ КАСПАЗ
В отличие от эффекторных каспаз, у которых и про-

ферменты (зимогены) и активированные ферменты 
существуют в виде гомодимера, ситуация с формами 
существования инициирующих каспаз оказалась зна-
чительно сложнее. Каспаза-9 и до и после протеолиза 
в основном существует в виде мономера. В отличие от 
нее каспаза-8 согласно литературным данным сущест- 
вует в виде мономеров и димеров в равновесном со-
стоянии [18]. Существование каспазы-9 в форме моно-
мером позволяет предсказать, что ее активный центр 
находится в конформации неоптимальной для катали-
за из-за отсутствия формирующей активный центр L2› 
петли. Восстановление оптимальной для катализа кон-
формации активного цента является важным для ак-
тивации каспазы-9. В клетках этот процесс активации 
происходит в результате образования комплекса кас-
пазы-9 и апоптосомы и сопровождается увеличением 
ее в активности в 2000 раз.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время отдельные механизмы актива-

ции каспаз в организме остаются малоисследованы. 
Подробно изучены строение, свойства, ключевые мо-
менты функционирования и регуляции каспаз в орга-
низме, но недостаточно сведений о непосредственной 
регуляции их активности.

Современные исследования влияния искусствен-
но созданных субстанций различной природы на фер-
менты семейства каспаз открывают перспективы для 
дальнейшего поиска методов их регуляции активнос- 
ти ферментов семейства каспаз, что позволит разра-
ботать новые методы лечения пациентов с онкологи-
ческими, аутоиммунными и нейродегенеративными 
патологиями.
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