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РЕЗЮМЕ

Цель. Изучить уровень активности лизосомальных цистеиновых протеиназ (катепсинов H, B, L) в плазме 
крови и фракционированных лейкоцитах (полиморфноядерных и моноядерных) пациентов с болезнью 
Альцгеймера в сравнении с аналогичными показателями у лиц, не имеющих признаков нейродегенерации, 
как возможный маркер развития и диагностики болезни Альцгеймера.

Материалы и методы. Проведено спектрофлуориметрическое исследование уровня активности катепсинов 
B, L, H в плазме крови и фракционированных лейкоцитах 22 пациентов с диагнозом «Болезнь Альцгеймера» 
в сравнении с аналогичными показателями 22 пациентов, сопоставимых по полу, возрасту и сопутствующим 
заболеваниям с пациентами группы наблюдения, но не имеющих признаков нейродегенерации. 

Результаты. В плазме крови статистически значимо повышена активность всех трех ферментов, 
в наибольшей степени – активности катепсина Н. В гомогенатах фракционированных лейкоцитов 
также отмечается статистически значимое повышение активности катепсинов Н, B, L, при этом как в 
полиморфноядерных, так и в моноядерных лейкоцитах в наибольшей степени изменяется  активность 
катепсина В, наименьшей –катепсина L. Учитывая имеющиеся данные о повышении активности катепсина 
В в цереброспинальной жидкости пациентов с болезнью Альцгеймера, можно предположить взаимосвязь 
между состоянием  активности лизосомальных протеиназ в центральной нервной системе и периферических 
клетках крови.

Заключение. Болезнь Альцгеймера ассоциирована с нарастанием активности цистеиновых катепсинов в 
плазме, полиморфноядерных и моноядерных лейкоцитах периферической крови, что может рассматриваться 
как один из возможных маркеров развития и диагностики заболевания. 
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ВВЕДЕНИЕ

Ежегодно во всем мире растет доля лиц пожилого 
возраста, что в свою очередь приводит к росту числа 
больных нейродегенеративными заболеваниями, сре-
ди которых лидирующие позиции как по распростра-
ненности, так и по экономическим затратам занимает 
болезнь Альцгеймера (БА).  Важной и нерешенной 
проблемой является поздняя диагностика и, соответ-
ственно, позднее начало лечения, уже на стадиях кли-
нически выраженной деменции. Поэтому актуальным 
остается вопрос о поиске методов диагностики БА на 
самых ранних (додементной и асимптоматической) 
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ABSTRACT

Aim. To study the level of activity of lysosomal cysteine proteases (cathepsins H, B, L) in blood plasma and 
fractionated leukocytes (polymorphonuclear and mononuclear) in patients with Alzheimer’s disease in comparison 
with similar indicators in persons without signs of neurodegeneration as a possible marker of Alzheimer’s disease 
development and diagnosis.

Materials and methods. The spectrofluorimetric study of cathepsins B, L, H activity level in plasma and 
fractionated leukocytes was conducted in 22 patients diagnosed with Alzheimer’s disease in comparison with the 
same indicators in 22 patients matched by sex, age and associated diseases with patients of the observation group, 
but having no signs of neurodegeneration.

Results. The activity of all three enzymes, and especially cathepsin H, increased significantly in blood plasma. A sig-
nificant increase is also noted in the activity of cathepsins H, B, and L in homogenates of fractionated leukocytes. At 
the same time, in both polymorphonuclear and mononuclear leukocytes the greatest degree of changes is demonstrated 
by the activity of cathepsin B, and the least is the activity of cathepsin L. Given the available data on an increased 
cathepsin B activity in the cerebrospinal fluid of patients with Alzheimer’s disease, we can assume a correlation 
between the state of lysosomal proteases activity in the Central nervous system and in the peripheral blood cells.

Conclusion. Alzheimer’s disease is associated with increased activity of cysteine cathepsins in plasma, 
polymorphonuclear and mononuclear leukocytes of peripheral blood, which can be considered as one of the 
possible markers of development and diagnosis of the disease.
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стадиях развития нейродегенеративного процесса, 
которые, по данным ряда исследований, опережают 
формирование клинически выраженной деменции 
на 15–20 лет. Для применения таких превентивных 
стратегий в отношении БА необходимо вести поиск 
периферических биомаркеров, в легко доступных 
для исследований средах (сыворотка крови, слюна, 
моча). Учитывая многофакторный характер нейро-
дегенерации при БА, более оправданным считают 
создание мультимодальной диагностической панели 
[1–3]. Одним из возможных биомаркеров БА, вероят-
но, может выступать изменение активности лизосо-
мальных ферментов различных клеток.
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Оригинальные  статьи

Корректное функционирование лизосом особен-
но важно для нейронов, поскольку они не могут сни-
жать содержание накопленных токсичных молекул и 
агрегатов путем разрушения клеток [2]. Нарушение 
лизосомальной функции играет важную роль в де-
генерации нейронов и патогенезе многочисленных 
нейродегенеративных заболеваний [4]. В последние 
годы появляются сведения, указывающие на участие 
лизосомальных протеиназ в патогенезе БА [2, 3], хотя 
данные весьма разрозненны и не всегда однозначны. 
Однако не вызывает сомнения, что протеолитиче-
ские ферменты представляют собой весьма чувстви-
тельный маркер клеточного «неблагополучия», а 
сведения об уровне активности данных ферментов 
могут быть использованы для ранней диагностики и 
определения степени тяжести ряда патологических 
состояний [5].

На данный момент доказанным является утверж-
дение, что ключевую роль в патогенезе БА играет 
белок-предшественник амилоида (amyloid precursor 
protein, APP). Полноразмерный APP принадлежит к 
семейству трансмембранных белков I типа, и пред-
положительно, участвует в регуляции белкового 
транспорта [6]. Наиболее изучена внеклеточная об-
ласть, включающая нескольких доменов: Е1 (состо-
ит  из двух субдоменов – фактора-подобного домена 
роста и медь-связывающего домена) и Е2, которые 
связаны кислотным доменом АсD. АРР может под-
вергаться различным видам протеолитической обра-
ботки [4, 5]. Последовательное расщепление белка 
альфа- и гамма-секретазой приводит к формирова-
нию пептидов р3 (неамилоидогенный путь). В слу-
чае альтернативного процессинга с помощью бета- и 
гамма-секретазы образуется полипептид, состоящий 
из 40–43 аминокислотных остатков (β-амилоид), не-
растворимый в воде, агрегирующий с образованием 
полимеров, откладывающихся в виде бляшек [7].

АРР является предметом обширной протеолити-
ческой обработки, поэтому теории о влиянии лизосо-
мальных протеаз на возникновение БА, возможности 
диагностического исследования активности катепси-
нов в качестве маркера, применения их ингибиторов 
или индукторов в лечении заболевания разрабаты-
ваются давно [8]. Катепсин В – один из белков, уча-
ствующий в регуляции количества Aβ пептидов, од-
нако его роль в патогенезе БА требует дальнейших 
исследований. Как это ни парадоксально, с одной 
стороны, обладая бета-секретазной активностью, он 
может участвовать в образовании Aβ пептидов, а с 
другой – в процессах их деградации [6].

Доказано, что сульфгидрильная группа цистеина 
(Cys32) катепсина В расщепляет Аβ пептид с карбо- 
ксильного конца в месте расположения остатка глу-

таминовой кислоты (Glu11), а снижение продукции 
и активности катепсина В инициирует накопление 
Аβ пептидов [9].

Известно, что цистеиновые катепсины В и L уча-
ствуют в деградации не только амилоидных пептидов, 
но и С-концевых фрагментов АРР и бета-секретазы 
(BACE1), а также влияют на метаболизм холестерина 
в нейронах. Снижение активности данных катепси-
нов или их ингибирование ведет к лизосомальной 
недостаточности, нарушению синтеза белков NPC1 и 
ABCA1, участвующих в высвобождении холестери-
на, нарушению деградации ключевых белков БА [4].

В недавнем исследовании показано, что катепсин 
В может ускорить метаболизм Aβ пептидов через 
лизосомальные пути и уменьшить дефицит памя-
ти, связанный с БА. Гиппокампальные инъекции 
аденоассоциированного вируса, продуцирующего 
катепсин B, уменьшали уровни Aβ, увеличивали 
Lamp1 и улучшали обучение и память [10].

В то же время известно, что существуют пиро-
глутамат-амилоид-β-пептиды (pGlu-Aβ), которые 
являются особенно пагубными формами амило-
ид-β-пептидов, присутствующих в мозге при БА. 
Пептиды pGlu-Aβ представляют собой N-концевые 
усеченные формы полноразмерных Aβ пептидов, в 
которых N-концевой глутамат циклизуется до пи-
роглутамата с образованием pGlu-Aβ (3–40/42). Вы-
ключение гена катепсина В приводит к снижению 
уровня pGlu-Aβ, а применение ингибитора данного 
фермента (экспериментальный препарат E64d) де-
монстрировало уменьшение дефицита памяти у экс-
периментальных животных [11].

Имеются обширные доказательства того, что на-
копление мононуклеарных фагоцитов, в том числе 
микроглиальных клеток, моноцитов и макрофагов 
в местах осаждения β-амилоидов в головном мозге, 
является важной патологической характеристикой 
БА, а концентрация этих клеток, сгруппированных 
вокруг отложений Aβ, в несколько раз выше, чем в 
соседних областях мозга [12]. Так как гематоэнцефа-
лический барьер проницаем для моноядерных (МЯЛ) 
и полиморфноядерных лейкоцитов (ПМЯЛ), можно 
предположить, что изменения метаболизма данных 
клеток могут косвенно указывать на патологические 
изменения в тканях головного мозга, а также являть-
ся периферическим маркером нейродегенеративного 
процесса.  

Целью исследования является изучение уровня 
активности лизосомальных цистеиновых протеиназ 
(катепсинов H, B и L) в плазме крови и фракциони-
рованных лейкоцитах (ПМЯЛ и МЯЛ) пациентов 
с болезнью Альцгеймера и сравнение с аналогич-
ными показателями у лиц, не имеющих признаков  
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нейродегенерации, как возможного маркера разви-
тия и диагностики болезни Альцгеймера.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве клинического материала для исследо-

вания использовались плазма крови и фракциони-
рованные лейкоциты (ПМЯЛ и МЯЛ), полученные 
от 22 пациентов с болезнью Альцгеймера, находив-
шихся на стационарном лечении и диспансерном 
наблюдении в ГБУ РО «Областная клиническая пси-
хиатрическая больница имени Н.Н. Баженова». Все 
пациенты, включенные в группу наблюдения, имеют 
диагноз, подтвержденный клинически и инструмен-
тально-лабораторными методами, согласно совре-
менным критериям диагностики. В качестве группы 
сравнения использовались плазма крови и фракцио-
нированные лейкоциты, полученные от 22 пациентов 
той же больницы, сопоставимых по возрасту и полу с 
пациентами группы наблюдения, но не имевших кли-
нических признаков деменции и нейродегенерации.

Работа выполнена в соответствии с принципа-
ми Хельсинкской декларации с поправками 2000 г. 
и «Правилами клинической практики в Российской 
Федерации», утвержденными приказом Минздрава 
РФ от 19.06.2003 № 266. Забор крови проводился 
однократно натощак из локтевой вены в количестве 
10 мл, в качестве антикоагулянта использовался ге-
парин. Разделение лейкоцитов на фракции проводи-
лось методом изопикнического центрифугирования 
[13]. Подсчет выделенных из образцов лейкоцитов 
осуществлялся в камере Горяева с помощью биноку-
лярного микроскопа Р-15 «Биолам» (Россия).

Полученные осадки отмытых лейкоцитов дово-
дили до концентрации 106  клеток/мл дистиллиро-
ванной водой, содержащей 0,1%-й раствор тритона 
Х-100, и подвергали трехкратному замораживанию 
и оттаиванию для разрушения плазматических и ли-
зосомальных мембран. Полученные лизаты исполь-
зовались для определения активности изучаемых 
ферментов [14–16].

Активность катепсинов L, В и Н изучали спек-
трофлуориметрическим методом по A.J. Barrett и 
H. Kirschke [17] с измерением флуоресцирующе-
го продукта реакции – 7-амидо-4-метилкумарина, 
образующегося при расщеплении специфических 
флюорогенных субстратов: Nа-карбобензокси-L-фе-
нилаланил-аргинин-7-амидо-4-метилкумарина 
(N-СBZ-Phe-Arg-7-амидо-4-метилкумарин, Sigma, 
США) для катепсина L, аргинин-7-амидо-4-метилку-
марина (Arg-7-амидо-4-метилкумарин, Sigma, США) 
для катепсина Н, Na-карбобензокси-аргинин-арги-
нин-7- амидо-4-метикумарина (NaCBZ-Arg-Arg-7- 
амидо-4-метилкумарин, Sigma, США). 

Активность катепсинов в плазме крови рассчи-
тывалась в нкат/мл, для лейкоцитов – в нкат/106 кле-
ток. Для статистической обработки результатов при-
менялись программы Microsoft Excel и Statistica 10 
(StatSoft Inc., США). Нормальность распределения 
выборки оценивалась по критерию Шапиро – Уилка. 
Сравнение групп проводилось с помощью непара-
метрического U-критерия Манна – Уитни, статисти-
чески значимым принимался результат при р < 0,05. 
Результаты представлены в виде медианы, верхнего 
и нижнего квартилей Me (Q1–Q3). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В плазме крови пациентов с болезнью Альцгей-

мера активность катепсинов H, B, L оказалась стати-
стически значимо повышена по сравнению с паци-
ентами, не имеющими признаков нейродегенерации. 
Среди изучаемых ферментов наиболее существенна 
степень повышения активности катепсина Н (увели-
чение в 22 раза относительно группы сравнения), в 
то время как активность катепсина В повышена в 2,8, 
а катепсина L – в 1,9 раза (рис. 1). 

У ПМЯЛ активность катепсинов В и Н повышена 
в 5 и 5,4 раза соответственно, активность катепсина 
L – в 2 раза (рис. 2).

У МЯЛ отмечается следующая закономерность: 
наиболее выражено изменение активности катепси-
на В – повышение в 5 раз относительно группы срав-
нения, в 3,5 раза повышена активность катепсина H, 
и в 1,7 раза катепсина L (рис. 3). 

Рис. 1. Активность катепсинов плазмы крови пациентов с бо-
лезнью Альцгеймера (группа наблюдения) и пациентов без 
признаков нейродегенерации (группа сравнения), нкат/мл,  

Me (Q1–Q3)
 * здесь и на рис. 2, 3 отмечены статистически значимые 

данные
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Оригинальные  статьи

С-терминальный фрагмент молекулы обладает выра-
женными нейротоксическими свойствами [6].  Повы-
шение активности катепсина В можно объяснить его 
способностью проникать через гематоэнцефаличе-
ский барьер [8], а также активным участием данного 
фермента в метаболизме АРР.

Полученные результаты позволяют предполо-
жить вовлеченность лизосомальных протеаз лей-
коцитов в нейродегенеративный процесс, что со-
гласуется с данными литературы об участии этих 
форменных элементов крови в данной патологии.

В фракционированных лейкоцитах наблюдает-
ся однонаправленная тенденция: преимущественное 
повышение активности катепсинов В и Н на фоне 
незначительного повышения активности катепсина 
L. В специфических гранулах нейтрофилов содер-
жится более 20 различных видов протеаз, а на мем-
бранах клеток находится огромное число рецепторов 
(для различных интерлейкинов, факторов системы 
комплемента и других биологически активных моле-
кул), определяющих их функциональную активность. 
ПМЯЛ содержат большое количество лизосом, к нару-
шению целостности лизосомальной мембраны могут 
приводить различные факторы, в том числе гипоксия, 
окислительный стресс, сниженный синтез инсулина 
[18]. Многочисленные исследования последних лет 
доказывают связь между инсулинорезистентностью 
тканей головного мозга и нейродегенеративными 
процессами [19]. Разрушение лизосомальных мем-
бран ПМЯЛ и выход катепсинов В и Н в цитоплазму 
можно считать патогенетически значимым фактором 
при БА и развитии нейродегенерации. Учитывая по-
вышенную концентрацию данных клеток вокруг Аβ 
и способность лейкоцитов проникать через гематоэн-
цефалический барьер, изменение уровня активности 
катепсинов лейкоцитов крови является важным био-
маркером нейродегенеративного процесса.

В литературных источниках есть упоминания о 
повышении активности катепсина В в спинномоз-
говой жидкости пациентов с БА [20], что позволяет 
предположить взаимосвязь между состоянием актив-
ности лизосомальных цистеиновых протеиназ в цен-
тральной нервной системе и периферических клетках 
крови, а значит, изучаемый показатель можно рас-
сматривать как возможный маркер диагностики БА.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Болезнь Альцгеймера ассоциирована с нараста-

нием активности цистеиновых катепсинов в плазме, 
полиморфноядерных и моноядерных лейкоцитах пе-
риферической крови, что может рассматриваться как 
один из возможных маркеров развития и диагности-
ки заболевания.

Рис. 3. Активность катепсинов моноядерных лейкоцитов 
пациентов с болезнью Альцгеймера (группа наблюдения) 
и пациентов без признаков нейродегенерации (группа 

сравнения), нкат/106 клеток, Me (Q1–Q3)

Рис. 2. Активность катепсинов полиморфноядерных лей-
коцитов пациентов с болезнью Альцгеймера (группа на-
блюдения) и пациентов без признаков нейродегенерации 

(группа сравнения), нкат/106 клеток, Me (Q1–Q3)
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Вызывает интерес существенное повышение ак-
тивности катепсина Н в плазме крови пациентов с БА. 
Катепсин Н является аминопептидазой, обладающей 
эндопептидазной активностью. Возможно, повыше-
ние активности является относительным, так как сни-
жение активности катепсинов В и L коррелирует с 
накоплением Аβ [10]. Однако повышение активности 
катепсина Н можно объяснить участием данного фер-
мента в метаболизме модифицированных липопроте-
инов низкой плотности, в состав которых входит апо-
ротеин Е (АроЕ). Доказано участие белка АроЕ как 
в формировании амилоидных бляшек, так и в мета-
болизме АРР. Изоформа АроЕ4 наиболее подвержена 
расщеплению протеазами, а образующийся при этом 
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