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Текст обзорной статьи дает представление об основных механизмах, лежащих в основе особого типа 
программируемой гибели клеток, называемого «апоптозом». Роль сфинголипидов в развитии и регуляции 
апоптоза остается всё ещё мало изученной, несмотря на многочисленные работы. Это связано, прежде 
всего, с разнообразием молекул сфинголипидов, участвующих в передаче сигналов апоптоза. сложной си 
стемой их метаболизма и многоуровневым контролем выполнения функций, а также участием сфинголипи
дов в большинстве липидно-зависимых физиологических и патофизиологических процессах в клетке. В на
шей статье показано, каким образом метаболизм сфинголипидов сопряжен с известными сигнальными пу
тями апоптоза, и какие существуют возможности для внешнего воздействия на этот процесс.
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DED — эффекторный домен гибели клетки; DFF40/45 — Д Н К  — фрагментирующий фактор; DISC — рецеп- 
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тирующий фермент; IFN-y — гамма-интерферон; IBa — ингибиторная единица ядерного фактора транс
крипции NF-B; IL — интерлейкины; Р3-киназа — инозитидфосфат-3-киназа; JNK — c-Jun-NH2-терминаль- 
ная киназа; L — лиганд; mAb — моноклональные антитела; MAPK — митогенактивированные протеинкина- 
зы; NF-B — ядерный фактор транскрипции kB; NK — натуральные киллеры; PARP — поли(АДФ-рибозо)поли- 
мераза; PI — фосфатидилинозитид; PIP2 — фосфатидилинозитид-4,5-бифосфат; PKC — протеинкиназа С; 
PLC — фосфолипаза С; PTK — протеинтирозинкиназа; PTP — протеинтирозинфосфатаза; R — рецептор; RIP
— белок, взаимодействующий с Fas-рецептором; ROS — реактивные метаболиты кислорода; SAPK — 
стресс — активированная протеинкиназа; SARP — секретируемые белки апоптоза; SMase — сфингомиели- 
наза; TGF-fi — трансформирующий ростовой фактор бета; TNF-a  — фактор некроза опухолей альфа; TRAIL
— лиганд рецепторов апоптоза семейства TNF; z-VAD-fmk — бензилоксикарбонил-Vаl-Leu-Asp-фтороме- 
тилкетон (универсальный ингибитор каспаз

1. Апоптоз и его значение для организма

Определение термина «апоптоз»

Слово «апоптоз» в переводе с латыни означает листо
пад, или опадание. Этот термин подчеркивает значение 
апоптоза как интегрального компонента жизни — это от
мирание старого для рождения нового. В 1972 г. Kerr, Wyl- 
lie и Currie [37] опубликовали работу, в которой дали опре
деление особому типу гибели клеток, который они назвали 
«апоптоз», и указали его место и роль в развитии тканей и 
органов, а также провели различия между двумя основны
ми типами гибели клеток — апоптозом и некрозом.

Апоптоз — это системный процесс, контролирующий 
гибель клеток, регулируемый генами, планируемый в соот
ветствие с общим планом развития организма, требующий 
затраты энергии и синтеза белка, сопровождаемый акти
вацией гидролаз и эндонуклеаз, завершаемый формированием 
апоптозных телец.

Апоптоз необходим для поддержания гомеостаза: на
рушения в реализации программы гибели клеток приво
дят к  развитию ряда заболеваний.

Апоптоз требует затраты энергии, что принципиально 
отличает его от некроза, который чаще всего является ре

зультатом резкой потери внутриклеточной энергии при 
блокировании митохондриального дыхания и/или глико- 
литического образования АТФ. Невозможность осущест
вления энергозависимого апоптоза является одним из ме
ханизмов инициации некроза. Некроз является, как пра
вило, результатом подавления синтеза АТФ или его мас
сивной потери, характеризуется набуханием митохонд
рий, распадом плазматической мембраны, выходом со
держимого клетки в окружающую среду с развитием вос
палительной реакции.

Апоптоз и некроз — это полярные типы окончания 
жизни клетки, при этом существуют другие механизмы, 
регулирующие клеточный гомеостаз, прежде всего, ауто- 
фагия, главной целью которой является сохранение жиз
неспособности клетки в неблагоприятных условиях мик
роокружения. Аутофагия может завершиться накоплени
ем вакуолей в цитоплазме, деградацией комплекса Голь- 
джи, распадом эндоплазматического ретикулума и дест
рукцией ядра. Однако при восстановлении питания и 
нормального энергетического потенциала клетки в сроки, 
когда изменения не достигли критического уровня, она 
может полностью восстановить свою функциональную 
активность.
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Заболевания, связанные с апоптозом
В основе патоморфологических проявлений заболева

ний человека и животных лежат изменения сигнальных 
путей апоптоза клеток, что сопровождается нарушением 
их гибели, например, неконтролируемая пролиферация 
клеток, ускоренная гибель клеток крови, гибель постми- 
тотических нейронов и другие изменения.

Заболевания, связанные с ингибированием апоптоза:
•  онкологические заболевания:

— рак;
— саркомы;
— карциномы;
— лимфомы;
— лейкозы;

•  аутоиммунные заболевания:
— системная красная волчанка;
— аутоиммунный гломерулонефрит;
— ревматоидный артрит;
— миастения гравис;

•  вирусные инфекции:
— герпетическая инфекция;
— аденовирусная инфекция;
— бакуловирусная инфекция;

•  воспалительные заболевания:
— бронхиальная астма.
— воспаление легких;
— анаплазмоз гранулоцитов.

Заболевания, связанные с индукцией апоптоза:
•  нейродегенеративные заболевания:

— болезнь Паркинсона;
— болезнь Альцгеймера;
— боковой амиотрофический склероз;
— эпилепсия;
— пигментные ретинопатии;

•  гематологические заболевания:
— апластическая анемия;
— лимфоцитопения;
— миелодиспластический синдром;
— синдром приобретенного иммунодефицита.

Заболевания, сопровождаемые одновременно апоптозом
и некрозом клеток:

— инфаркт миокарда;
— тромбоз глубоких вен;
— послеоперационные некрозы тканей;
— острое отторжение трансплантата;
— инсульты;
— острая почечная недостаточность;
— поликистоз почек.

Онкологические заболевания всегда сопровождаются 
нарушениями апоптоза. При хроническом лимфолейкозе 
резко снижается процент апоптоза лимфоцитов перифери
ческой крови. В клинической практике широко использу
ют понятие Апоптозного индекса (AI) — это соотношение 
клеток в апоптозе к  общему числе клеток в данной популя
ции. Индекс AI измеряют до и после проведенной химио
терапии, AI<4,5% часто регистрируется у больных хрони
ческими лейкозами с плохим прогнозом [50].

Химиотерапия онкологических заболеваний часто 
приводит к  апоптозу клеток крови и гранулоцитопении. 
Выборочное снижение нейтрофилов после использова

ния специфических моноклональных антител для лече
ния онкологических больных часто обусловлено различ
ной экспрессией рецепторов на плазматической мембра
не лимфоцитов и нейтрофилов. Например, препарат 
алемтузумаб (антитела к рецептору CD52), снижает толь
ко число гранулоцитов в связи с различной экспрессией 
CD52 на нейтрофилах, лимфоцитах и эозинофилах [1].

Некоторые лекарственные препараты, применяемые 
для лечения хронических воспалительных заболеваний, 
например, сульфосалазин при ревматоидном артрите, 
снижают воспалительную реакцию в тканях за счет ин
дукции апоптоза нейтрофилов, клиренс которых из очага 
воспаления обусловливает снижение активности протео- 
литических ферментов в тканях и ослабление болевого 
синдрома [2 ].

При лечении аутоиммунных заболеваний измерение 
уровня апоптоза клеток крови позволяет контролировать 
эффективность проводимой терапии, а также является 
прогностическим фактором, указывающим на продол
жительность жизни пациента или на переход в более тя
желую стадию заболевания. При ревматоидном артрите 
обнаружена положительная корреляция между двумя па
раметрами — уровнем апоптоза и изменением экспрес
сии специфических гликоконъюгатов на мембране кле
ток крови, которые определяют лектин-зависимую аг
глютинацию лимфоцитов и полиморфноядерных лейко
цитов [4].

Системная красная волчанка сопровождается полом
ками регуляторных механизмов жизнедеятельности кле
ток на многих уровнях. Повышается фагоцитоз клеток 
крови за счет их активной опсонизации компонентами 
комплемента О д и  C3b, появляются аутоантитела, распо
знающие и связывающие белки гистоны, аннексин-II и 
другие внутриклеточные структуры, что приводит к уско
ренной гибели постмитотические клетки [42].

Большинство вирусов синтезируют вещества, ингиби
рующие сигнальные белки апоптоза. Вирусы вакцин так
же кодируют антигены, блокирующие регуляторные сиг
налы апоптоза. Инфицирование цитомегаловирусом при
водит к изменению жизненного цикла макрофагов и на
рушению путей апоптоза.

Заболевания легких сопровождаются изменением 
апоптоза в клетках эпителия. Кроме того, вещества, за
грязняющие окружающую среду (пестициды, гербициды, 
асбесты, аллергены, газообразные отходы химического 
производства и другие), вызывают окислительный стресс в 
клетках бронхиального дерева, что приводит к  снижению 
внутриклеточного глутатиона, падению уровня АТФ и по
вышению концентрации реактивных метаболитов кисло
рода. Эти метаболические нарушения обусловливают ак
тивацию апоптоза и некроза в клетках эпителия [44].

В последнее время активно изучается апоптоз клеток 
кишечника как прогностический маркер острого оттор
жение трансплантата тонкой кишки вследствие сопутст
вующих иммунных нарушений. Повышенные процент 
апоптоза в клетках крипт в настоящее время используется 
как критерий диагностики острого клеточного отторже
ния [80].

В основе большинства нейродегенеративных заболе
ваний лежит окислительный стресс и вызванная им ги
бель нейронов. Следует отметить, что механизмы разви
тия апоптоза в нейронах отличаются от других клеток ор
ганизма.
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Морфологические характеристики апоптоза

Особенности морфологических проявлений апоптоза 
зависят, прежде всего, от видовой принадлежности орга
низма. Это определяется экспрессией генов, наличием 
факторов, определяющих реализацию апоптоза, активно
стью ферментов, регулирующих фосфорилирование и де- 
фосфорилирование сигнальных белков.

У человека клетки различных тканей и органов также 
имеют собственные временные характеристики апоптоза 
[8 6 ], например, нейронам требуется несколько дней для 
полного завершения «разборки» клетки при апоптозе, 
тогда как для клеток кишечника — не более 1 часа. Для 
лимфоцитов тимуса и периферической крови требуется 
~4 ч от момента инициации сигнала апоптоза до полного 
исчезновения клетки из циркуляции. Эти временные осо
бенности апоптоза следует учитывать при изучении апоп
тоза в препаратах и в суспензиях клеток. Несмотря на раз
личия в клетках происходят общие события, характерные 
для апоптоза, в том числе:

•  активация каспаз и эндонуклеаз, расщепление 
структурных белков цитоплазмы и ядра;

•  конденсация хроматина;
•  олигонуклеосомальная фрагментация ДНК;
•  фрагментация ядра;
•  конденсация и вакуолизация цитоплазмы;
•  реорганизация цитоскелета;
•  потеря контакта с экстраклеточным матриксом;
•  фрагментация цитоплазмы;
•  сморщивание клетки;
•  образование апоптозных телец;
•  фагоцитоз изолированных клеточных частиц без 

контакта их содержимого с внешней средой.
Морфологические проявления апоптоза определяют

ся, в основном, активностью каспаз в отношении их спе
цифических субстратов.

Фагоцитоз апоптозных клеток

Распознавание и поглощение изолированных фраг
ментов апоптозной клетки (апоптозных телец) путем фа
гоцитирования их другими клетками критически необхо
димо для правильного внутриутробного развития, поддер
жания гомеостаза, ремоделирования тканей, прекраще
ния воспаления, предотвращения активации клеток в ор
ганах и сосудах. Этот процесс регулируется сложной сиг
нальной системой, включающей распознавание специфи
ческих лигандов на поверхности апоптозных телец рецеп
торами на фагоцитах, активацию лизосомных и эндосом- 
ных ферментов в клетках. Фагоцитоз апоптозных телец 
предотвращает контакт их содержимого с экстраклеточ
ным матриксом. В зарубежной литературе фагоцитоз 
апоптозных телец иногда называют эффероцитозом (effe- 
rocytosis), хотя этот термин не прижился в нашей научной 
среде [5].

Апоптозные тельца распознаются и поглощаются не
сколькими типами клеток:

•  «профессиональными» фагоцитами: макрофагами, 
дендритными клетками, активированными нейтрофила- 
ми, моноцитами, клетками микроглии;

•  клетками эпителия и эндотелия, тубулярными клет
ками, стеллатными клетками печени и другими так назы
ваемыми «непрофессиональными» фагоцитами.

Сигналом для фагоцитоза макрофагами является по
явление на поверхности апоптозных телец фосфатидилсе- 
рина, который перемещается с внутреннего бислоя плаз
матической мембраны к наружному бислою, нарушая 
асимметрию фосфолипидов, поддерживаемую АТФ-зави- 
симой аминофосфолипид-транслоказой [40]. Бета2-гли- 
копротеин-1 (50 кДа) связывает фосфатидилсерин на 
клетках, что служит сигналом для активации фагоцитов. 
В проточной цитометрии фосфатидилсерин окрашивает
ся аннексином V, что позволяет разделить клетки на раз
ных стадиях апоптоза [87].

Распознавание апоптозных телец макрофагами также 
происходит за счет экстраклеточных нуклеотидов, высво
бождаемых из гибнущих клеток, которые повышают спо
собность макрофагов к  связыванию апоптозных телец. 
Агонисты пуринэргических рецепторов (АТФ, АДФ, ура- 
цилтрифосфат (УТФ) и УДФ и т.д.) распознаются рецеп
торами Р2Х^, Р2 Х3 , P2Y(2) на моноцитах и макрофагах 
[47]. Пуринэргические рецепторы появляются на поверх
ности плазматической мембраны клеток на ранних стади
ях развития апоптоза [18].

Апоптозные клетки распознаются рецепторным взаи
модействием, в частности, по экспрессии рецептора 
CD14, Mac1 (CD11P/CD18), avp3 интегрина (CD51/CD61 
рецептора витронектина), Р1 интегрина и другие [47].

При фагоцитозе апоптозных телец лимфоцитов, ин
фицированных вирусом ВИЧ-1, происходит передача ви
руса фагоцитирующей клетке [71].

Апоптозные тельца фагоцитируются макрофагами без 
контакта их содержимого с внешней средой. Скорость 
элиминации апоптозных телец различна для разных тка
ней, но не превышает нескольких минут. Изучение фаго
цитоза клеток имеет практическое значение, так как 
определяет клиническое течение многих заболеваний. 
Например, нарушение фагоцитарной активности макро
фагов и нейтрофилов в очаге воспаления поддерживает 
активности бактериальных патогенов и воспалительную 
реакцию.

Гены — регуляторы апоптоза

В инициации и реализации апоптоза участвует гены — 
индукторы апоптоза, которые можно разделить на груп
пы, часть из которых указана ниже:

•  гены, кодирующие перфорин и гранзимы, гранули- 
зин (NKG5) и т.д.;

•  проапоптозные гены семейства bcl-2: bad, bak, bax, 
bik, bag, bcl-X(s) и т.д.;

•  Fas-L (CD95L /  APO-1-лиганд);
•  гены семейства фактора некроза опухолей (TNF-a) 

( TNF-a, CD127L, CD27L, TR A LIи т.д.);
•  гены, кодирующие белки SARP1, SARP2, SARP3 

(Secreted Apoptosis-Related Proteins);
•  гены, кодирующие белки DAP-1, -2, -3, -4, -5 (Death 

Associated Proteins);
•  гены — усилители суицида: при перенесении в клет

ку стимулируют образование ферментов, конвертирую
щих нетоксичные вещества в проапоптозные (polfi, fcyl, 
EHV4tk и т.д.).

Программа гибели клетки может быть запущена отсут
ствием ростовых факторов, потерей контакта с экстракле
точным матриксом, токсинами, у — радиацией, оксидан
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тами, активными формами кислорода, этанолом, дофа
мином, аденовирусами и другими стимулами.

Генетический анализ нематоды Caenorhabditis elegans 
выявил белки апоптоза, кодируемые генами ced-3, -4, -9 
(С. elegans death gene), мутации которых позволяют клет
кам избежать естественной гибели, необходимой в про
цессе развития организма [8 8 ]. Белок Ced-3 оказался го
мологом цистеиновой протеазы млекопитающих ICE (in- 
terleukin-1p converting enzyme), т.е. каспазы-1 [7, 79]. 
С этого момента началось изучение семейства протеаз, 
названных каспазами.

В настоящее время идентифицирован ряд генов — ин
гибиторов апоптоза, продукты которых препятствуют реа
лизации программы гибели клетки, большинство этих ге
нов имеет вирусное происхождение. ДНК-содержащие 
вирусы включают в себя последовательности, кодирую
щие ингибиторы каспаз, гомологи bcl-2, белки — регуля
торы клеточного цикла, модуляторы транскрипции и дру
гие промоторы апоптоза.

Ингибиторами, в частности, являются:
•  гены семейства bcl-2: bcl-2, bcl-XL, mcl-1 и др.;
•  BHRF-1, fap-1, FIAM (Fas Apoptosis Inhibitory Molecule);
•  гены опухолевых супрессоров p53, р16, р21, р27;
•  гены, кодирующие белки семейства IAP (Inhibitor of 

Apoptosis Protein), включающие ингибиторы каспаз-3 и -7, мо
дуляторы ядерных факторов транскрипции NF-k B и v-Rel;

•  гены ростовых факторов опухолей, в том числе 
TGF-p.

Ингибиторами апоптоза также являются вирусы, опухо
левые промоторы, фенобарбитал, кальпаиновые ингибито
ры, ингибиторы цистеиновых протеаз, половые гормоны, 
нейтральные жирные кислоты, фосфолипиды и т.д.

В настоящее время известно более 50 генов, регулируе
мых сфинголипидами (в частности, гены каспазы-9, интег- 
ринов, матриксных металлопротеиназ, глюкозилцера- 
мидсинтазы, обратной транскриптазы теломеразы, mdr-1, 
c-myc, c-fos, c-jun, p21, bcl-x, cox-2, oct-4 и др.). Это дает 
возможность сфинголипидам регулировать апоптоз на 
уровне транскрипции. Сфинголипиды влияют на эксп
рессию генов за счет изменения фосфорилирования и 
ацетилирования факторов транскрипции (Р-катенина), 
репрессоров транскрипции (гистона Н3) и регуляторов 
сплайсинга мРН К [58].

Противоопухолевые препараты (резвератрол и другие) 
вызывают апоптоз в малигнизированных клетках за счет 
регуляции церамид-зависимых генов [36]. Синтез цера- 
мидов de novo определяется генами lass, относящимися к 
регуляторам продолжительности жизни. Экспрессия гена 
mdr-1 подавляется ингибиторами глюкозилцерамидсин- 
тазы, что модулирует эффект множественной лекарствен
ной устойчивости в малигнизированных клетках [75].

Альтернативный сплайсинг генов — это важный регуля
тор апоптоза. Большое число генов, ассоциированных с 
апоптозом, используют сплайсинг для образования функ
ционально различных или антагонистических изоформ. 
Эти гены кодируют белки сигнальных путей апоптоза, ре
цепторов апоптоза, внутриклеточных адаптеров, каспаз 
и т.д. Для каспазы-2 мышей было показано наличие двух 
антагонистических изоформ — каспазы-2L и -2S.

Интронный элемент из 100 нуклеотидов (In100) состо
ит из двух доменов — содержащего 3’сплайсинговый сайт 
и обогащенного U /C  повторами, взаимодействующего со

сплайсинговым репрессором РТВ. Эти In100-подобные 
элементы чаще локализуются в интронах. На основании 
сигнальной последовательности In100 в каспазе-2 были 
определены подобные последовательности в семействе 
элементов генома человека, ассоциированных с альтерна
тивным сплайсингом, и было обнаружено более 4000 по
добных элементов в 2757 генах. Гены, содержащие 
In100-последовательности, разделены на 1865 семейств
[26]. In 1 0 0 -подобные элементы обнаружены в генах кас- 
паз-3, - 8 , -9 человека; все они локализованы в последова
тельностях, соединяющих интроны и экзоны, кодирую
щие активный сайт каспаз (QACXG). В этом случае аль
тернативный сплайсинг дает изоформы, не имеющие ка
талитического домена, т.е. в которых отсутствует катали
тическая активность [26].

Сплайсинг мРН К может регулироваться фосфорили- 
рованием сплайсинговых факторов и, таким образом, ме
нять экспрессию генов апоптоза. Например, hnRNP3 че
ловека изменяет уровень фосфорилирования и управляет 
альтернативным сплайсингом лиганда TRAIL. Этопозид и 
циклогексимид повышают альтернативный сплайсинг ге
на TRAIL. Синтез церамида de novo и активация протеин- 
фосфатазы-1 (РР-1) повышают альтернативный сплай
синг генов апоптоза и лиганда TRAIL. В этом случае по
явление альтернативной проапоптозной изоформы белка 
TRAIL изменяет сигнальные пути апоптоза [34].

Типы апоптоза
С точки зрения биохимических процессов в клетке 

апоптоз условно можно разделить на типы, отличающие
ся активностью определенных классов ферментов и сиг
нальными путями от рецепторов апоптоза. Программа ги
бели клетки может реализоваться без участия ядра и не 
требовать активации ядерных факторов транскрипции.

В зависимости от сигнального пути апоптоза и вовле
чения вторичных мессенджеров передачи сигналов в на
стоящее время различают несколько типов апоптоза:

•  апоптоз, инициируемый при повреждении ДНК;
•  обусловленный стрессом;
•  активационно-индуцированный;
•  инициируемый свободными радикалами;
•  кислородзависимый;
•  N O -зависимый;
•  Fas-индуцированный;
•  зависимый от фактора некроза опухолей (TNF-a);
•  гамма-интерферон (№ ^у)-зависимы й
•  глюкокортикоид-индуцированный;
•  гранзим В-индуцированный;
•  перфорин-зависимый;
•  инициируемый проапоптозными генами семейства 

bcl-2;
•  инициируемый секретируемыми проапоптозными 

белками (SARP-2 и др.);
•  инициируемый генами опухолевых супрессоров р53, 

р16, р21, р27;
•  инициируемый потерей контакта с внеклеточным 

матриксом;
•  активируемый при повреждении митохондрий;
•  активируемый при повреждении мембран лизосом;
•  филогенетически древние типы апоптоза, ассоции

рованные с одной органеллой;
•  другие типы апоптоза.
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Местом инициации апоптоза могут быть органеллы 
(митохондрии, лизосомы), плазматическая мембрана, яд
ро, эндоплазматический ретикулум, что определяет разли
чия в сигналах, специфичных для каждого из этих типов 
апоптоза. В зависимости от участвующих каспаз апоптоз 
можно классифицировать на три основные группы:

•  рецепторный тип апоптоза (инициирующие каспа- 
за - 8  и - 1 0 );

•  апоптоз, связанный с митохондриями (инициирую
щие каспаза-2 и -9);

•  апоптоз, обусловленный стрессовыми сигналами из 
эндоплазматического ретикулума (инициирующая каспа- 
за -1 2 ).

Все сигнальные пути апоптоза пересекаются, ведущая 
роль одного из них определяется интенсивностью перво
начального сигнала, инициирующего гибель клетки.

Филогенетически древние сигнальные пути апоптоза, 
не связанные с каспазами, открыты в митохондриях, так, 
перемещение фактора AIF (Apoptosis Inducing Factor) из 
межмембранного пространства митохондрий в ядро при
водит к конденсации хроматина и фрагментации ДНК. 
Белки рибосом митохондрий DAP3 и PDCD9 иницииру
ют апоптоз [6 ]. Локальное повышение экспрессии проа- 
поптозного белка BcI-x(s ) приводит к потере митохондри
ального потенциала и апоптозу независимо от других 
сигнальных путей.

2. Взаимодействие протеаз разных каталитических классов 
в апоптозе

Протеазы (К.Ф.3.4.Х.Х) — это гидролазы пептидных 
связей. В реализации программы гибели клетки принима
ют участие протеазы всех известных каталитических клас
сов (табл. 1 ), выступая в роли вторичных мессенджеров 
или эффекторов апоптоза.

Протеазы разных классов взаимодействуют между со
бой, взаимно активируя друг друга протеолитическим 
расщеплением [19]. Сериновая протеаза гранзим В 
(К.Ф. 3.4.21.79) катализирует и активирует каспазы-2, -3, 
-6 , -7, - 8 , -9, -10, преимущественно расщепляя последо
вательность IXXD на С-конце большой субъединицы [11, 
13, 14, 30]. Гранзим В-зависимый и перфорин-зависимый 
апоптоз сопровождается митохондриальными изменени
ями (генерацией реактивных метаболитов кислорода, па
дением митохондриального мембранного потенциала 
ДТц, выходом цитохрома с в цитозоль и т.д.), при этом 
одновременно и независимо от митохондрий активирует
ся каспаза-3, расщепляющая каспазу-1, что инициирует 
несколько сигнальных путей апоптоза.

Лизосомные кислые аспартатные протеазы — катепси- 
ны В и D, участвуют в регуляции Fas-зависимых сигнальных 
путей апоптоза. Церамид, образуемый в этом сигнальном пу
ти, специфически связывает прокатепсин D (52 кДа), ката
лизируя его аутокаталитический протеолиз, в результате об
разуется активный катепсин D (К.Ф. 3.4.23.5) в виде двух 
изоформ р48 и р32 [28]. Каспазы-11 и -1 процессирует катеп
син В (К.Ф. 3.4.22.1), катализирующий распад ядра клетки. 
Катепсин I активирует каспазу-11 и другие провоспалитель- 
ные каспазы. Субстратами активированной каспазы-3 на 
поздних стадиях апоптоза являются тканевые трансглютами- 
назы, катализирующие Са2+-зависимое формирование не
растворимых блоков внутриклеточных белков.

Многие белки имеют двойную специфичность к дей
ствию каспаз и кальпаина (кальмодулин-зависимая про
теинкиназа, АДФ-рибозилтрансфераза, а - и Р-фодрин, 
кальпастатин). Эффекты кальпаинов наиболее выражены 
при индукции апоптоза перекисью водорода. В клетках 
D283 медуллобластомы человека имеется дефект мито
хондриального окисления, и при этих обстоятельствах эк
зогенный С2-церамид вызывает типичные апоптозные 
нарушения, ассоциированные с активацией кальпаина, 
независимо от митохондриального дыхания.

В большинстве сигнальных путей апоптоза каспазы 
активируются последовательно, создавая протеолитиче- 
ские каскады, специфичные для первичного стимула, и 
усиливает сигналы апоптоза. Эти протеолитические кас
кады пересекаются, что позволяет клетке адекватно реа
гировать на изменившиеся обстоятельства или ускорять 
разборку структур, если сигнал апоптоза необратим. Для 
пар каспаз-3/-6, -3/-9 и -12/-6 показано наличие циклов 
амплификации, когда одна каспаза активирует другую, 
предшествующую ей в сигнальном пути, что многократно 
усиливает первоначальный сигнал и позволяет быстро 
элиминировать структурные компоненты клетки.

3. Каспазы и их роль в апоптозе
Классификация каспаз

Каспазы (Cysteine ASPartate — specific proteASE — 
CASPASE) — это внутриклеточные протеазы, обладаю
щие консервативной цистеиновой последовательностью в 
активном сайте, которая определяет связывание субстрата 
и его гидролиз после аспартата в аминокислоте в положе
нии Р1. Каспазы (КФ 3.4.22.Х) имеют активированный 
цистеин внутри высококонсервативного активного сайта, 
включающего пентапептид QACRG. В настоящее время 
все известные каспазы пронумерованы согласно последо
вательности их открытия (табл. 2 ).

Таблица 1
Протеазы разны х классов, участвующ ие в апоптозе

Каталитический 
класс протеаз

Механизм действия Примеры

Сериновые Ковалентно связывают поляризованные боковые цепи с серином Гранзимы А, В, Н, К и М; 
Эластаза; Катепсины L, S

Цистеиновые Ковалентно ввязывают поляризованные боковые цепи с цистеином Каспазы; Кальпаины; Катепсин В
Треониновые Ковалентно ввязывают поляризованные боковые цепи с треонином 26S протеасомы
Аспартатные Молекулы воды связывают поляризованные ферментом 

аспартат-содержащие боковые цепи
Катепсин D

Металлопротеазы Молекулы воды связывают поляризованные ферментом молекулы цинка Матриксные металлопротеазы

20 ПАТОГЕНЕЗ



В зависимости от гомологичности последовательно
стей или вариабельности региона Р2 - 4 субстрата, каспазы 
классифицируются на три подсемейства или группы 
(табл. 3).

Подсемейство ICE включает видоспецифичные изо
формы каспазы-1 , а также каспазы, соответствующие ей 
в N -концевом домене. Каспаза-13 (ERICE — Evolutiona
ry Related IL-1 p Converting Enzyme) входит в подсемейст
во ICE на основании филогенетического анализа. П о
добно другим членам подсемейства ICE, каспаза-13 при
нимает участие в рецепторном типе апоптозе (TNF-R1) и 
активируется каспазой-8 . Активная форма каспазы-13 
обнаружена в мононуклеарных клетках быка, клетках 
M CF-7 карциномы молочной железы, клетках 293h эмб
риональной почки. Каспазы, имеющие последователь
ность W EHD, играют роль в активации цитокинов при 
апоптозе [15]. Каспазы, содержащие последовательности 
DExD и IVL/ExD, проводят сигналы от рецепторов 
апоптоза. При этом в Р4 регионе субстратов, расщепляе
мых при апоптозе, не обнаруживаются гидрофобные 
аминокислоты.

Недавно при проведении сравнительного генетиче
ского анализа были идентифицированы 3 новые каспазы

Список каспаз, известь

— каспаза-16, каспаза-17 и каспаза-18 [16]. Каспаза-16 
оказалась подобной каспазе-14 по гомологичности после
довательностей вариабельного региона и консервативной 
для большинства млекопитающих, включая человека. 
Каспаза-17 оказалась гомологичной каспазе-3, она имеет 
консервативные последовательности с каспазами рыб, 
лягушек, кур, но не с каспазами плацентарных млекопи
тающих. Каспаза-18 подобна каспазе- 8  и имеет консерва
тивные последовательности с каспазами кур и оппосумов, 
но не с млекопитающими, у которых есть плацента. Гены 
каспаз-17 и -18 были потеряны у человека в процессе эво
люции.

Структура каспаз
Каспазы синтезируются в виде неактивного профер

мента, состоящего из четырех доменов: N -концевого до
мена (продомена или N -терминального полипептида); 
большой субъединицы; малой субъединицы и связующего 
региона между субъединицами.

Активация каспаз начинается с протеолитического 
расщепления во внутреннем сайте между доменами, что 
приводит к высвобождению малой субъединицы по 
Asp-Хаа, затем связующего региона и большой субъеди
ницы, и удалению продомена. Большая и малая субъеди

Таблица 2
к настоящ ему времени

Каспазы Синонимы Авторы, открывшие каспазы
Каспаза-1 ICE (IL-1 p-converting enzyme) Cerretti, 1992, Thornberry, 1992
Каспаза-2 Nedd2, ICH-1 Kumar, 1994, Wang, 1994
Каспаза-3 CPP32, YAMA, apopain, IRP, Fernandes-Alnemri, 1994, Tewari, 1995, Nicholson, 1995
Каспаза-4 ICE(rel)II, TX, ICH-2 Munday, 1995, Kamens, 1995, Faucheu, 1995
Каспаза-5 ICE(rel)III, TY Munday, 1995
Каспаза- 6 Mch2 Fernandes-Alnemri, 1995
Каспаза-7 Mch3, ICE-LAP3, CMH-1 Fernandes-Alnemri, 1995, Duan, 1996, Lippke, 1996
Каспаза- 8 MACH, FLICE, CAP4, Mch5 Boldin, 1996, Muzio, 1996
Каспаза-9 ICE-LAP6 , Mch6 Srinivasula, 1996, Duan, 1996
Каспаза-10 Mch4, FLICE2 Fernandes-Alnemri, 1996
Каспаза-11 ICH-3 Van de Craen, 1997, Wang, 1996
Каспаза-12 Van de Craen, 1997
Каспаза-13 Humke, 1998
Каспаза-14 Van de Craen, 1998, Hu, 1998
Каспаза-15 Eckhart et al., 2005
Каспаза-16 Eckhart et al., 2006
Каспаза-17 Eckhart et al., 2006
Каспаза-18 Eckhart et al., 2006

CED-3 (C. elegans, vulgaris) Yuan, 1993
drlCE, DCP-1 (Dr. melagomaster) Fraser, Evan, 1997, Song, 1997

Таблица 3
Классификация касп аз

Классификация каспаз
Согласно гомологии последовательностей: Согласно вариабельности региона Р2—Р4 субстрата:

Подсемейство Каспазы Группы
(фрагменты последовательностей)

Каспазы

ICE 1, 4, 5, 13, 11, 12 I (-WEHD-) 1, 4, 5, 15
CED3/CPP32 3, 6 , 7, 8 , 9, 10, 15 II (-DEXD-) 3, 2, 7
ICH-1/Nedd2 2 III (-IVL/EXD-) 6 , 8 , 9, 10
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ницы из двух прокаспаз собираются в единый комплекс. 
Активная форма каспазы — это тетрамер, в котором связь 
осуществляется двумя малыми субъединицами, окружен
ными двумя большими субъединицами. Два каталитиче
ских сайта формируется из аминокислот большой и ма
лой субъединиц [82, 84].

Особенность активации каспазы определяется аутока
талитическими свойствами и местом в протеолитическом 
каскаде, где каспазы функционально разделяются на ини
циирующие и эффекторные. Инициирующие каспазы об
ладают продоменом большой молекулярной массы, 
структурно сходным с белковым модулем, связывающим 
их со специфическими активаторами. Каспазы-3, -6 , -7 и 
-14 имеют короткие продомены и функционируют как 
эффекторы. Каспазы распознают сайты субстратов, ком
плементарные их собственным последовательностям 
аутокатализа. Оптимальный сайт для распознавания ини
циирующей каспазы присутствует и в последовательно
стях эффекторных каспаз.

В продоменах инициирующих каспаз обнаружено три 
типа модулей: CARD (Caspase Associated Recruitment 
Domain), DED (Death Effector Domain) и BIR (Baculovirus 
Inhibitor Apoptosis Protein Repeat) [32].

Белки, содержащие модули CARD, разделяются на 
4 подгруппы: NOD, BIMP, Decoy и адаптеры. Во взаимо
действии с каспазами существенную роль играют две груп
пы — NOD и адаптеры. К  подгруппе NOD относятся:

•  Apaf-1 (образует комплексы с цитохромом с, Bc1-Xl, 
прокаспазой-9 и -8 );

•  Nod1/CRAD4h (образует комплексы с прокаспа- 
зой-9);

•  Ipaf/CARD12h (образует комплексы с прокаспа- 
зой-1, Nod2);

•  DEFCAP/CARD7 (образует комплексы с прокаспа- 
зами -1, -2, -9, Apaf-1);

•  белки DARK, Nod2, CIITA и другие.

М олекулярные формы и

В подгруппу адаптеров входят белки:
•  RAIDD/CRADD (образует комплексы с прокаспа- 

зами-2 и -3);
•  адаптеры, имеющие структуру CARD/DD. Например, 

белок R18-2 образует комплексы с прокаспазой-1 и входит в 
состав сигнального комплекса рецепторов апоптоза);

•  Bcl-10 (формирует комплексы с адаптерными бел
ками рецепторов апоптоза);

•  ASC (образует комплексы с прокаспазой-1, 
CARD12).

Белки, несущие модули DED, подразделяются на ти
пы адаптерный и DEDD. К  адаптерному типу относятся 
все белки сигнального комплекса рецепторов апоптоза и 
ингибиторный белок FLIP, они имеют по два DED доме
на и функционируют в олигомерной форме, что позволя
ет одновременно взаимодействовать со вторичными мес
сенджерами нескольких сигнальных путей. Белки DEDD 
типа связаны с сигнальным комплексом рецепторов 
апоптоза и непосредственно передают сигнал в ядро клет
ки [32].

Белки, несущие модули BIR, связывают каспазы с фи
зиологическими ингибиторами, а также с убиквитин-за- 
висимым протеолизом. Модуль BIR-2 — это фрагмент 
ингибиторного белка IAP. Взаимодействие модулей при
водит к  образованию комплекса BIR3/CARD/RING-fin- 
ger, причем последовательность RING-finger осуществля
ет связь с убиквитин-зависимой лигазой. Этот тип связей 
показан для каспаз-3, -7 и -9 [32].

Активные сайты и субстраты каспаз
Все каспазы обладают сходной аминокислотной по

следовательностью (а.к.о.) в активном сайте, критиче
ском для связывания и гидролиза субстрата. В активном 
сайте каспазы-1 находятся Cys2 8 5 и His237, в которых во
дород связан с тиохемиацеталем в комплексе фермент — 
субстрат, а также Gly238, стабилизирующий супероксид-

Таблица 4
активные центры каспаз

Каспазы Активный центр Проферменты М (Да) Активные формы каспаз Продомен Локус в геноме человека
Каспаза-1 QACRG 45159 (р45) р2 0 , р1 0 д 11q22.2-q22.4
Каспаза-2 QACRG 48855 р19, р12/14 д 7q34-q35
Каспаза-3 QACRG 31594 р17, р12 К 4q33-q35.1
Каспаза-4 QACRG 43262 р2 0 , р1 0 д 11q22.2-q22.3
Каспаза-5 QACRG 47814 р2 0 , р1 0 д 11q22.2-q22.3
Каспаза- 6 QACRG 33409 р18, р1 1 К 4q25
Каспаза-7 QACRG 34276 р2 0 , р1 1 К 10q25.1-q25.2
Каспаза- 8 QACQG 55391 р18, р1 0 д 2q33-q34
Каспаза-9 QACGG 46322 р35, р10 Д 1p36.1-p36.3
Каспаза-10 QACQG 58878 р23/17, р12 д 2q33-q34
Каспаза-11 QACRG 43000 р2 0 , р1 0 Д 1 2 q 1 2

Каспаза-12 QACRG 60000 р40, p55, p37, р46, p43 Д 11q22.3
Каспаза-13* QACRG 43000 p25 Д —
Каспаза-14 QACRG 30000 р18, р1 1 , p2 0 , p8 К 19p13.1
Каспаза-15* QACRG 32000 р30, р10 Д —
Каспаза-16**
Каспаза-17**
Каспаза-18**
Примечание. * — бычий гомолог; ** в настоящее время дополнительная информация отсутствует
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ные интермедиаты, образующиеся в результате реакции. 
Arg179, Gln283, Arg341 и Ser347 формируют связывающий 
карман для карбоксильной стороны цепи в Р1 сайте. 
Именно последовательность из четырех аминокислот в Р1 
сайте, которая связывается с консервативным сайтом в 
малой субъединице фермента, определяет высокую спе
цифичность каспаз в выборе субстратов.

Характеристики прокаспаз и субъединиц их активных 
форм приведены в табл. 4.

Участие каспаз в рецепторных путях апоптоза — это 
важная сигнальная функция протеаз. Передача сигналов 
апоптоза от рецепторов на плазматической мембране 
представляет собой комплекс событий, в которых можно 
выделить общие ключевые моменты для всех рецепторов. 
Апоптоз инициируется при распознавании рецепторов 
семейства T N F-a, Fas-R, TGF-P, рецепторов DR1, DR2, 
DR3, DR4, DR5, а также TRAIL-R2 и др.

Общие сигнальные последовательности, такие, как 
домены DD, DED, CARD, обеспечивают распознавание 
сигнальных белков. Соответствующие домены имеются в 
структуре каспаз и распознаются ими. Сигнал к  апоптозу 
проводится через протеины TRADD, FADD/MORT-1, 
RIP, содержащие DD домены, а также адаптерные белки 
TRAF, DAXX и ядерный фактор транскрипции N F-k B. 
На всех этапах передачи сигналов от плазматической 
мембраны к ядру клетки каспазы принимают непосредст
венное участие.

Субстратами каспаз являются структурные белки, в 
том числе белки цитоскелета, фокальные киназы, фер
менты репликации ДНК, ферменты сплайсинга РНК, 
белки клеточного цикла, апоптозные белки про- IL -^ , 
про- I L -^ ,  РАК-2 (р21-ассоциированная киназа), проте- 
инкиназы С (РКС) 8 , 0, £ и другие белки. Примеры субст
ратной специфичности каспаз приведены в табл. 5.

Взаимодействие церамида с каспазами 
в сигнальных путях апоптоза

Большинство сигнальных путей, ассоциированных с 
каспазами, регулируются церамидом — сфинголипидом, 
выполняющим многочисленные функции в клетке. П о
дробно роль церамида в проведении сигналов апоптоза

обсуждается в следующих главах. Взаимодействие каспаз 
и церамида представляет собой комплексный процесс, в 
котором можно выделить несколько ключевых моментов. 
Во-первых, взаимодействие церамида и каспаз показано 
при всех известных формах апоптоза, которое носит ком
плексный характер и вовлекает разные пулы церамидов. 
Все известные к  настоящему времени сигнальные пути с 
участием каспаз пересекаются с церамид — зависимыми 
сигнальными путями.

Во-вторых, при независимой активации каспаз и 
сфингомиелинового цикла (в результате которого появля
ется сигнальный пул церамида) образуются вторичные 
мессенджеры, повышающие активность обоих сигналь
ных путей. Взаимодействие каспаз и церамида в сигналь
ных путях создает амплифицирующие петли, усиливаю
щие первоначальный сигнал. Это показано в опухолевых 
клетках для каспазы-8 , каспазы-9, каспазы-3. В эффек- 
торной фазе апоптоза сигнальные пути церамида и каспаз 
ускоряют процесс разборки клетки.

В-третьих, ингибиторы каспаз регулируют проведение 
церамид-зависимых сигналов. Ингибитор каспаз 
Ac-YVAD-fmk предотвращает активацию кислой сфинго- 
миелиназы и распад сфингомиелина с образованием це
рамида при связывании Fas-рецепторов. Ингибитор кас- 
пазы - 8  z-IETD-fmk блокирует образование церамида и 
реализацию программы апоптоза.

Ингибиторы сфингомиелинового цикла также частич
но ингибируют активность каспазы-3. Активация нега
тивных регуляторов церамида, таких, как РКС и диацил- 
глицерин, снижает активность каспаз. Церамид, синтези
рованный de novo, индуцирует фосфорилирование белка, 
регулирующего альтернативный сплайсинг мРНК каспа- 
зы-9, что снижает уровень белка каспазы-9Р, которая, в 
отличие от других изоформ, обладает анти-апоптозной 
активностью. Ингибитор синтеза церамида фумонизин 
В1 блокирует этот процесс [8 ].

Таким образом, изучение механизма взаимодействия 
церамида с каспазами при развитии апоптоза носит не 
только фундаментальный характер, но имеет прикладное 
значение, позволяя в перспективе подойти к  разработке 
новых противоопухолевых препаратов.

Субстраты каспаз
Таблица 5

Каспазы Субстраты
Каспаза-1 про-И-1р, про-И-18, прокаспазы-1,-3,-4, PARP
Каспаза-2 PARP
Каспаза-3 PARP, ДНК-протеинкиназа, PKC8 , RP протеин, DFF, актин, фодрин, MDM2, UI-70
Каспаза-4 про-И-1 р, прокаспаза-1 , про-И-16
Каспаза-5 Ламины A, B1/B2, C; UI-70, PARP
Каспаза- 6 Ламины A, B, C; PARP, NuMa; прокаспазы-3, -12
Каспаза-7 PARP, прокаспазы-3, -6 , -7, -9, -14; кинектин, EMAP II
Каспаза- 8 PARP, прокаспаза-3
Каспаза-9 Прокаспазы-3 и -7
Каспаза-10 Прокаспазы-3 и -7 in vivo, все прокаспазы in vitro
Каспаза-11 Прокаспазы-3 и -1
Каспаза-12 Прокаспазы-3 и -9, кальпаин
Каспаза-13 PARP
Каспаза-14 Ферменты активации кератиноцитов
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4. Сфинголипиды — регуляторы сигналов апоптоза
Структура сфинголипидов

Сфинголипиды — это класс липидов, имеющих общее 
структурное основание — сфингозин. Сфинголипиды 
входят в состав всех клеток, поддерживают структурную и 
функциональную организацию ядра, органелл, плазмати
ческой мембраны, обеспечивают передачу информации 
от плазматической мембраны к ядру клетки, позволяют 
ей адаптироваться к  стрессу. Участие сфинголипидов в 
физиологических и патофизиологических процессах за
висит от особенностей химической структуры (длины ал
кильной цепи, положения и числа двойных связей, нали
чия гидроксильных групп и т.д.) [1 0 ].

«Простые» сфинголипиды — это сфингозин, сфинга- 
нин, фитосфингозин, церамид. Фосфаты сфингозина, 
сфинганина, церамида, а также сфингомиелин, лизос- 
фингомиелин (сфингозинфосфохолин) и церамидфосфо- 
этаноламин относятся к  фосфосфинголипидам.

Производные сфингозина, образуемые ацетилирова- 
нием аминогруппы основания, называются церамидами. 
Церамид (N-Acyl-Sphingosine), синтезированный de novo, 
является ключевой молекулой синтеза комплексных 
сфинголипидов (сфингомиелинов, сфингофосфолипи- 
дов, сфингогликолипидов, ганглиозидов, цереброзидов, 
сульфатидов).

В клетке эукариот существуют несколько пулов цера
мида с различной длиной N -ацильной боковой цепи 
(С14:0 — С36:0), формируемой насыщенными или поли- 
ненасыщенными жирными кислотами (ЖК), в которые 
встраиваются гидроксильные группы в а  или ш атоме уг
лерода. Они имеют двойное обозначение, включающее 
характеристику простого сфинголипида и ЖК: например, 
N -пальмитоилсфингозин обозначается как d18:0/16:0 
[1 0 ]. Наличие двух непредельных Ж К в молекуле церами
да приводит к  более выраженному проапоптозному дейст
вию. Сигнальные пути апоптоза регулируются сфинголи- 
пидами, среди которых церамид представляет наиболь
ший интерес. Молекула С16-церамида, участвующего 
практически во всех сигналах апоптоза, представлена на 
рисунке.

Роль ферментов синтеза сфинголипидов de novo 
в регуляции апоптоза

Серин-пальмитоилтрансфераза (Ser-PT, КФ 2.3.1.50) 
катализирует первую ступень синтеза сфинголипидов de 
novo — конденсирование L-серина с пальмитиновой кис
лотой и пальмитоил-коэнзимом-А (Со-А), что приводит к 
формированию 3-кетодигидросфингозина (3-кетосфин- 
ганина) [25]. Ser-PT имеет форму гетеродимера или гете- 
ротримера, каталитический центр расположен между дву
мя мембраносвязанными субъединицами SPT1 и SPT2 и 
включает а.к.о. каждой из них. В настоящее время обна
ружено 4 изоформы Ser-PT, каждая содержит общую 
SPT1 субъединицу, вторую субъединицу SPT2, а также 
может включать третью малую субъединицу ssSPTa или 
ssSPTp [24].

Мутация C133W в субъединице SPT1 сопровождается 
апоптозом клеток мозга, вызванном конденсацией пальми- 
тоил-Со-Аи аланина, накоплением 1-дезокси-сфинганина, 
повышением уровня маркера ER стресса GADD153 [21].

Активность Ser-PT повышается в астроцитах гипокам- 
па в ответ на введения каинатов, что сопровождается на

коплением церамидов С16:0, С18:0 и С20:0 и апоптозом 
[27]. При гипоксии в клетках нейробластомы SH-SY5Y 
транскрипционно повышается активность субъединицы 
SPT2, повышается концентрация церамида и апоптоз, со
провождаемый фрагментацией Д Н К  [35].

Экспрессия субъединицы SPT2 возрастает в нормаль
ных перитонеальных макрофагах мышей и в клетках 
RAW264 в ответ на липополисахарид (ЛПС), что стимули
рует синтез церамида и апоптоз. Трансфекция р65 
субъединицы NF-B повышает экспрессию SPT2 (связы
вая сайты на промоторном регионе SPT2) и уровень цера
мида в клетке [9].

Ацил-Со-А-зависимые церамидсинтазы (CerSyn) ката
лизируют соединение ацил-коэнзима-А (ацил-Со-А) со 
сфинганином и сфингозином с образованием церамида. 
В клетках млекопитающих обнаружено 6  церамидсинтаз, 
катализирующих образование церамидов с различной 
длиной N -ацил-боковой цепи (С14:0—С26:0), соответст
вующей субстратной специфичности ацил-Со-А [51]. 
Специфичность ацил-Со-А церамидсинтаз:

•  CerSyn1 (С18-Со-А);
•  CerSyn2 (С22-С24-Со-А);
•  CerSyn3 (очень длинные ацил-Со-А (С26 и С36));
•  CerSyn4 (С18-С20-Со-А);
•  CerSyn5 (С16-Со-А);
•  CerSyn6  (С16-Со-А).
При ультрафиолетовом (УФ) облучении, стрессе или 

действии противоопухолевых препаратов CerSyn1 пере
мещается из эндоплазматического ретикулума (ER) в 
комплекс Гольджи; этот процесс регулируется РКС и 
приводит к повышению уровня С18-церамида и индук
ции апоптоза. Стресс обусловливает протеолитическое 
расщепление и активацию CerSyn1, что регулируется 
а.к.о. на С-конце фермента [73].

Нокаут гена CerSyn2 блокирует образование С22-С24 
церамидов, что сопровождается нарушениями метаболиз
ма сфинголипидов. При этом в фосфатидилэтаноламинах 
возрастает процент С18:1 и С18:2 жирных кислот (ЖК), 
снижается процент С18:0 и С20:4 ЖК, повышается актив
ность нейтральной сфингомиелиназы-2 , изменяется ба
ланс ненасыщенных и насыщенных С26—С36 сфинголи
пидов, повышается процентное содержание С16-церами- 
да. Уровень сфинганина возрастает в 50 раз, из него фор
мируются дигидроцерамиды, дигидросфингомиелины, 
дигидроцерамидмоногексозы. Метаболизм сфинганина 
может далее идти двумя путями: он может быть десатури- 
рован в церамид и далее в сфингомиелин или конверти
рован в сфингозин и далее в сфингозин-1 -фосфат [60, 61,
63].

Молекулярная структура С16-церамида (по данным Avanti Polar Lipids, 
Inc. http://avantilipids.com/)
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CerSyn3 катализирует синтез ш-гидроксилированных 
С26—С36 сфинголипидов в кератиноцитах эпидермиса, 
создающих барьерный липидный слой кожи [6 8 ].

Активация CerSyn4 и синтез de novo С18-церамида обнару
жены при апоптозе Р-клеток поджелудочной железы [81].

Для спонтанного апоптоза нейтрофилов необходима ак
тивность CerSyn2 и CerSyn5 и синтез de novo С16- и С24-це- 
рамидов [70]. При апоптозе клеток HeLa под действием ра
диации активируются CerSyn2, CerSyn5 и CerSyn6  [49].

УФ вызывает апоптоз, сопровождаемый повышением 
уровня церамида, дигидроцерамида, сфингомиелина и 
гексозилцерамида. Второй пик повышения уровня цера
мида связан с митохондриальными нарушениями, пере
мещением белков Bcl-2, Bax, активацией каспаз. Нокаут 
генов CerSyn5 и CerSyn6 обусловливает снижение накоп
ления длинноцепочечных церамидов и повышение пер- 
меабилизации мембран клетки [53].

В предшественниках олигодендроцитов CerSyn6  рас
положена на внутренней мембране митохондрий, её ак
тивность и уровень С16-церамида супрессированы, что 
связано со сниженной способностью митохондрий захва
тывать Са2+. С16-церамид регулирует открытие пор, ко
торое приводит ко входу Са2+ и его накоплению в матрик
се митохондрий [54]. В Са2+-независимых клетках актив
ность церамидсинтаз при апоптозе регулируется белком 
Bak на пост-трансляционном уровне [72].

Природный ингибитор Со-А-зависимых церамидсин
таз — микотоксин фумонизин В1, продуцируемый микро
скопическими плесневыми грибами Fusarium moniliforme, 
F.proliferatum и другими родственными видами, повышает 
в клетках концентрацию сфинганина и сфингозина (40:1) 
и уровень сфинганин-1 -фосфата.

Церамидазы (К.Ф. 3.5.1.23) деацилируют церамид, ка
тализируя гидролиз N -ацильных связей церамида с обра
зованием сфингозина и жирной кислоты. 
Ацил-Со-А-независимая церамидсинтаза также обладает 
обратной функцией церамидазы. Церамидазы подразде
ляются на кислые, нейтральные и щелочные в зависимо
сти от оптимума рН. У человека идентифицировано 6  ге
нов церамидаз:

•  один ген кислой церамидазы (ASAH1, оптимум рН 4,5);
•  один ген нейтральной церамиды (ASAH2, оптимум 

рН 7,0);
•  три гена щелочной церамидазы (ACER1, ACER2, 

ACER3, оптимум рН 9,0).
У человека кислая церамидаза (ASAH1) лизосом гидро

лизует С10—С14-церамиды с насыщенными связями или 
С18:1-, С18:2-церамиды с ненасыщенными связями. И н
гибирование ASAH1 прерывает сигналы апоптоза, ассо
циированные с лизосомами [62]. Повышение активности 
ASAH1 стимулирует апоптоз клеток рака простаты [23, 
43], но снижает апоптоз клеток рака молочной железы 
[6 6 ]. Фитоэстроген генистеин индуцирует экспрессию ге
на ASAH1 и регулирует рост клеток MCF-7 рака молочной 
железы [45].

Нейтральная церамидаза (ASAH2) — это интегральный 
мембранный белок II типа в плазматической мембране, 
каталитический домен локализован на поверхности клет
ки [78]. После процессинга N -концевого домена образу
ется секретируемая изоформа ASAH2 [77]. Профермент 
ASAH2 в поздних эндосомах /  лизосомах имеет функцио
нальную di-Leu последовательность — сортировочный

сигнал везикулярного транспорта по эндосомным путям. 
Субстраты ASAH2 — это С16—С22-церамиды или 
С26—С36-церамиды. Промотор гена ASAH2 имеет функ
ционально активный сайт связывания для фактора транс
крипции HNF-4, что регулирует метаболизм сфинголи
пидов в клетках желудочно-кишечного тракта [46]. Про
ксимальный промоторный регион ( 2 0 0  т.п.н.) отвечает за 
экспрессию мРН К гена ASAH2, регулируется фактором 
транскрипции АР-1. Нокдаун субъединицы АР-1 c-Jun 
ингибирует активность этого участка, активация c-Jun 
повышает активность промотора гена ASAH2 [55].

Щелочная церамидаза (ACER) катализирует обратимую 
реакцию, в которой N -ацил-связи церамида гидролизу
ются и снова синтезируются, прямая реакция эффективна 
при щелочных рН, а обратная — при нейтральных рН. 
ACER катализирует конденсацию сфингозина с насы
щенными и ненасыщенными свободными жирными кис
лотами без кофакторов, при этом невозможен перенос 
жирной кислоты от ацил-Со-А на сфингозин. Имеются 
ограничения по стереоспецифичности для обратной реак
ции, в которой участвует только D -эритро-сфингозин, а 
не L- или D,L-трео-формы [39].

Щелочная церамидаза-1 человека (ACER1) локализова
на в ER, катализирует гидролиз С24:0—С36-церамидов, 
но более эффективно церамидов с ненасыщенными свя
зями (С18:1, С20:1, С24:1) [29].

Щелочная церамидаза-2 человека (ACER2) — это 
Са2+-зависимый фермент, имеет 7 трансмембранных до
менов, N -концы требуются для активности фермента и 
его локализации в комплексе Гольджи и ориентированы в 
люмен, а С-концы — в цитозоль. Мутация в первых а.к.о. 
N -конца ACER2 обусловливает его локализацию в ER 
при сохранении каталитической активности. Активность 
ACER2 регулируется сигнальными белкам в клетке. Зна
чительная эктопическая экспрессия ACER2 приводит к 
повышению уровня сфингозина, фрагментации комплек
са Гольджи и апоптозу [29,74].

Щелочная церамидаза-3 человека (ACER3) катализиру
ет гидролиз церамидов с ненасыщенными очень длинны
ми основаниями (ULC) in vivo; координирует пролифера
цию и выживание клеток вместе с ACER2. In vitro, ACER3 
гидролизует С(18:1)-, С(20:1)- и С(20:4)-церамиды, ди- 
гидроцерамиды, фитоцерамиды. Нокдаун гена ACER3 
приводит к  повышению экспрессии ингибитора клеточ
ного цикла p2 1 CIP1/WAF1 и остановке пролиферации. Нок
даун гена ACER3 при депривации сыворотки ингибирует 
апоптоз, повышает экспрессию ACER2, снижает уровень 
церамидов со средней длиной цепи, повышает концент
рацию сфингозина и сфингозин-1-фосфата [29]. ACER3
— это белок ER и комплекса Гольджи, где он регулирует 
обмен церамида и его участие в сигнальных путях. Сфин
гозин, образованный из церамида, может быстро фосфо- 
рилироваться сфингозинкиназой с образованием сфинго- 
зи н -1 -фосфата, который модулирует сигнальные пути це
рамида в клетке [33].

Церамид регулирует апоптоз, взаимодействуя 
с сигнальными белками

Сфингомиелиновый цикл — это гидролиз сфингомие
лина плазматической мембраны, катализируемый сфин- 
гомиелиназой, с образованием биологически-активных 
молекул (церамида, сфингозина и их фосфатов), дающих 
начало собственным сигнальным путям. Церамид, синте
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зированный de novo, и церамид, образованный при гидро
лизе сфингомиелина плазматической мембраны, — это 
функционально различные пулы. Оба пула церамида яв
ляются вторичным мессенджером сигнальных путей фак
тора некроза опухолей альфа (TN F-a), ионизирующей ра
диации, противоопухолевых препаратов [1 2 ].

При проведении сигнала апоптоза эндогенный церамид 
участвует в каспазо-зависимых типах апоптоза [76], а также 
проводит сигналы, не сопряженные с каспазами [57], акти
вирует факторы транскрипции (NF-B, AP-1 и другие), мо
дулирует каналы митохондрий. Церамиды взаимодействуют 
с ферментами, адаптерами, сигнальными белками (апоп- 
тозными, стресс-зависимыми, белками цитоскелета и т.д.), 
Ser/Thr фосфатазами, имеющими, как минимум, один гид
рофобный домен. Мишенями церамидов являются изофор
мы протеинкиназы С (РКС), катепсин D [20].

С1-домен киназы Ras содержит сайт связывания цера
мида, который предотвращает перемещение Ras к плаз
матической мембране [85, 89]. В сигнальном пути IL-1P 
церамид специфически связывает протеинкиназу c-Raf, 
что вызывает активацию МАРК киназного каскада [31, 
69]. В церамид — зависимых сигналах апоптоза участвует 
фактор Btf [64].

Мишенью церамида является протеинфосфатаза 2А 
(РР2А) — гетеротримерный белок, состоящий из каталитиче
ской С-субъединицы и структурной А-субъединицы, кото
рые формируют каталитический комплекс, а также регуля
торной В-субъединицы, экспрессия которой является инду
цированной и определяется состоянием клетки и особенно
стями ткани. Каталитическая субъединица РР2А имеет сайт 
связывания для С18-церамида [59, 60], что регулирует сиг
нальные пути апоптоза, ассоциированные с РР2А, в частно
сти, с участием киназы DAPK (Death Associated Protein Kina
se) [83]. В этом сигнальном пути также принимают участие 
реактивные метаболиты кислорода (ROS) и Са2+ [56].

Активация РРА2 сопряжена с перемещением сигналь
ного белка tBid от рецептора Fas-R в митохондрии. Одно
временно фосфорилируется белок Вах и перемещается в 
митохондрии [22]. В мембране митохондрий в физиологи
ческих условиях изоформа В56а В-субъединицы РР2А ассо
циирована с белком Bcl-2. РР2А дефосфорилирует ан- 
ти-апоптозные белки семейства Bcl-2. Церамид вызывает 
транслокацию В56а к  мембране митохондрий, что повыша
ет активность РР2А, при этом фосфорилируется Bcl-2 и по
тенцируется церамид-зависимый апоптоз. Церамид регули
рует сигналы анти-апоптозных белков Bcl-2 и Bc1-Xl [17].

При связывании РР2А с церамидом повышается рас
пад c-Myc за счет его РР2А-зависимого фосфорилирова
ния по Ser6 2  [52]. Церамид контролирует активность c-Jun 
[65]. Сигнальные пути с участием церамида и РР2А обна
ружены во многих опухолевых клетках, включая клетки 
РС3 рака простаты [3]. В этих клетках одновременно из
меняются сигналы, передаваемые PKB/Akt на mTOR и 
далее на регуляторы клеточного цикла [38]. С6 -церамид 
потенцирует дефосфорилирование Akt в сигналах, пере
даваемых на второй комплекс киназы mTOR — mTORC2 
[90]. При апоптозе, вызванном С2-церамидом, показано 
участие белка — скавенджера 14-3-3 [48, 61], который 
также регулируется протеинфосфатазой-2-епсилон (РР2£) 
[41]. РР2£ — это интегральный белок ER, дефосфорили
рует транспортный белок церамида CERT, что повышает 
его связывание с мембранами ER [67].

Заключение
Представленный выше текст позволяет понять основ

ные механизмы, связанные с особым типом гибели клеток, 
называемым «апоптоз». Несмотря на разнообразие морфо
логических процессов, отражающих течение апоптоза в раз
личных типах клеток, существуют общие закономерности 
для молекулярных и морфологических событий, связанных 
с апоптозом. Наша работа позволяет понять, каким образом 
в клетке при апоптозе пересекаются сигнальные пути, 
обусловленные фосфорилированием белков, с сигнальны
ми путями, зависимыми от сфинголипидов. Это еще раз 
подтверждает взаимодействие разнообразных метаболиче
ских путей в клетке, многоуровневый характер их регуля
ции и единый контроль, что обеспечивает клетке выполне
ние её физиологических функций и полное исчезновение в 
конце жизненного цикла. Апоптоз обеспечивает постоян
ное обновление клеток и тканей организма, поддержание 
гомеостаза, восстановление функциональной активности 
после стресса или патологического процесса.

Роль сфинголипидов в развитии и регуляции апоптоза 
остается всё ещё мало изученной, несмотря на многочис
ленные работы. Это связано, прежде всего, с разнообра
зием молекул сфинголипидов, сложной системой их ме
таболизма и многоуровневым контролем выполнения 
функций, а также участием сфинголипидов практически 
во всех физиологических и патофизиологических процес
сах в клетке. В продолжение нашей статьи, в следующей 
части, будет показано, каким образом церамид может ре
гулировать сигналы апоптоза, и какие существуют средст
ва для внешнего воздействия на этот процесс.
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General concept of the role of sphingolipids in the signaling pathways of an apoptosis
Martinova E.A.

Institute of General Pathology and Pathophysiology, 8 , Baltiyskaya str., 125315, Moscow, Russia, e-mail: e.a.martinova@gmail.com 
This review gives the genera! concept o f the main mechanisms o f the programed cell death called «apoptosis». The role 

o f sphingolipids in the progress and regulation o f an apoptosis is not well studied in spite o f the numerous publications. It de
pends on a variety o f sphingolipid molecules participating in the apoptotic pathways, the complicated system o f their metab
olism, the multilevel control o f the implementation o f functions as well as on a participation o f sphingolipids in the majority o f 
the lipid-dependent physiological and pathophysiological processes into cells and tissues. This review presents the some 
known cross-talking between ceramides and the apoptotic pathways as well as some possible tools for its regulation.
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