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Лизосомальные протеиназы (катепсины) иг�
рают ведущую роль в процессе деградации внут�
риклеточных структур – аутофагии. Нарушения
процесса аутофагии, приводящие к накоплению
аномальных белковых агрегатов, вносят значи�
тельный вклад в развитие нейродегенеративных
заболеваний (НДЗ), особенно болезни Альцгейме�
ра (БА) [1]. Накопление в нейронах аутофагиче�
ских вакуолей (АВ) и увеличение количества дис�
трофических нейритов, содержащих такие вакуо�
ли, при БА происходит гораздо интенсивнее, чем
при других возрастных НДЗ. Нейроны при этом
вынуждены фактически “нести бремя” большого
количества неразрушенных или частично разру�
шенных белков в аутофагическом компартменте.

Одной из причин сбоя процесса аутофагии при
БА является, по всей видимости, дефицит про�
теолитической (катептической) активности в ли�
зосомах. Показано, что ингибирование активно�
сти катепсинов вызывает быстрое накопление АВ
в первичной культуре нейронов [2]. Сходным об�
разом, накопление АВ и дистрофия нейритов на�
блюдаются при делеции генов одного или не�
скольких катепсинов или при введении ингиби�
торов лизосомальных протеиназ in vivo.

Возможными регуляторами экспрессии катеп�
синов являются женские половые гормоны эст�
рогены. Так, имеются сведения о повышении экс�
прессии катепсина D в клетках эстрогензависи�
мых опухолей. Известно также, что эстрогены
стимулируют транскрипцию гена катепсина D
через элементы эстрогенового ответа, располо�
женные вблизи промоторной области гена [3].

Повышенный риск БА у женщин в постмено�
паузе в сравнении с мужчинами того же возраста
связывают с дефицитом эстрогенов [4]. Один из
основных эстрогенов, 17β�эстрадиол (E2), прояв�
ляет выраженный нейропротективный эффект за
счет своего антиоксидантого и антиапоптотиче�
ского действия [5]. В то же время влияние E2 на
аутофагическую утилизацию белковых агрегатов,
в частности, бета�амилоидного пептида (Aβ, ос�
новного цитотоксического агента при БА), пред�
ставляется малоизученным. 

В связи с этим целью наших экспериментов
явилось выяснение роли лизосомальных протеи�
наз в нейропротективном эффекте E2 в условиях
модели БА с интрацеребральным введением Aβ.

Эксперимент по моделированию БА был прове�
ден на 48 однолетних крысах (24 самки и 24 самца)
популяции Wistar. Самки и самцы случайным об�
разом были разделены на три группы: контроль�
ную (“К”) и две опытные (“Aβ” и “Aβ + E2”). Кры�
сам группы “К” в область правого гиппокампа
вводили 2 мкл физиологического раствора. Кры�
сам группы “Aβ” в область правого гиппокампа
вводили 2 мкл раствора Aβ1–40 (5 мкг пептида).
Крысам группы “Aβ + E2” после аналогичной
инъекции раствора Aβ1–40 в течение 10 дней вво�
дили по 100 мкг E2 в виде водной эмульсии. До и
после операции с крысами каждой группы прово�
дили поведенческие тесты в водном лабиринте
Морриса, оценивая время поиска подводной плат�
формы. Забой животных проводили на 14�й день
после операции, головной мозг немедленно из�
влекали, отделяли гиппокамп, лобную и височ�
ную доли большого мозга и замораживали их в
жидком азоте. Две особи из каждой группы были
подвергнуты перфузии параформальдегидом с
целью получения материала для флуоресцентной
иммуногистохимии. Экспрессию генов катепси�
нов B, L, D, актина и GAPDH оценивали методом
ПЦР в режиме реального времени с помощью ам�
плификатора iQ5 (“Bio�Rad”, США) с использо�
ванием геноспецифических праймеров [6].
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Полученные нами данные продемонстрирова�
ли значительное влияние Aβ и E2 на когнитивные
функции крыс, оцененные с помощью водного
лабиринта Морриса. У заранее обученных самок
и самцов крыс после введения в гиппокамп Aβ
достоверно (p < 0.05) увеличилось время прохож�
дения теста. Введение E2 привело к уменьшению
времени поиска подводной платформы у животных
обоего пола по сравнению с таковыми, получивши�
ми только Aβ. При этом влияние E2 на сохранность
когнитивных функций оказалось более выражен�
ным у самок (p < 0.01), чем у самцов (p < 0.05). Таким
образом, результаты поведенческих тестов под�
тверждают нейродегенеративное воздействие
пептида Aβ1–40, а также снижение его повреждаю�
щего воздействия при введении эстрогена.

Половые различия в изменении когнитивных
функций связаны, вероятнее всего, с разной эф�
фективностью действия E2 на пути деградации Aβ
в мозге самок и самцов. Имеются данные о том,
что у самцов мышей E2 вызывает только ограни�
ченное, локальное снижение количества Aβ по
сравнению с овариэктомированными самками
[7]. Таким образом, более выраженный характер
воздействия E2 на когнитивные показатели са�
мок, обнаруженный в нашем эксперименте,
вполне соответствует представлению о том, что
этот гормон более эффективен для снижения
уровня Aβ в мозге самок [8].

Интрацеребральное введение Aβ привело в на�
шем эксперименте к повышению экспрессии ге�
на катепсина D в области правого гиппокампа
приблизительно в 2.4 раза (p < 0.05) у самок и в
8.2 раза (p < 0.01) у самцов (рис. 1). Мы предпола�
гаем, что данное изменение может являться адап�
тивной реакцией на введение токсичного пепти�
да. Известно, что активность некоторых Aβ�де�
градирующих ферментов увеличивается с
возрастом и повышается еще больше при БА, что
расценивается как физиологическая реакция, на�
правленная на нейтрализацию амилоида [9]. Ве�
роятнее всего, усиление экспрессии лизосомаль�
ных гидролаз, которое наблюдалось и другими
исследователями при БА и в ее моделях, оказыва�
ется недостаточным для того, чтобы компенсиро�
вать накопление β�амилоида.

Bведение E2 привело к еще большему возрас�
танию относительной экспрессии гена катепсина
D, а именно в 5 раз (p < 0.01) у самок и в 17 раз
(p < 0.001) у самцов. Интересно также отметить,
что в обеих опытных группах у самцов мы наблю�
дали более высокую экспрессию гена катепсина
D, чем у самок. В обеих опытных группах экс�
прессия гена данной протеиназы у самцов была
приблизительно в 3.5 раза (p < 0.01) выше, чем у
самок. Возможно, это связано с тем, что на фоне
более низкого содержания эстрогенов индукция
катепсина D происходит наиболее интенсивно.

В коре головного мозга как самок, так и сам�
цов крыс введение Aβ привело к повышению
(p < 0.05) экспрессии гена катепсина D по сравне�
нию с животными контрольной группы. В нео�
кортексе крыс, которые после введения Aβ полу�
чали E2, относительный уровень экспрессии дан�
ного гена не отличался от контрольных значений.
Можно предположить, что введение E2 приводи�
ло к восстановлению нормального уровня экс�
прессии катепсина D. Имеющиеся в литературе
данные указывают на нарушение протеолиза в
аутолизосомах как на основной механизм, лежа�
щий в основе срыва аутофагии при БА. Напри�
мер, прижизненное окрашивание кортикальных
нейронов показало, что ингибирование лизосо�
мального протеолиза нарушает аксонный транс�
порт аутофагических вакуолей, приводя к появле�
нию дистрофичных аксонов, характерных для бо�
лезни Альцгеймера [1]. Поскольку эти и многие
другие данные говорят о нейропротективной роли
лизосомального протеолиза, полученные нами ре�
зультаты могут свидетельствовать об адаптивной
реакции нервной ткани на введение токсичного
амилоидного пептида. Можно предположить, что
фармакологическая активация лизосомальной
функции может способствовать удалению Aβ
при БА.
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Рис. 1. Экспрессия гена катепсина D в гиппокампе
самок (А) и самцов (Б) крыс в контрольной группе
(“К”), при введении β�амилоидного пептида (“Aβ”) и
совместном введении �амилоидного пептида и эстра�
диола (“Aβ + E2”); *, **, *** – различия достоверны
по сравнению с контролем при p < 0.05, p < 0.01 и
p < 0.001 соответственно.
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Различие в реакции на введение E2 между гип�
покампом и корой больших полушарий объясня�
ется, вероятнее всего, различием в распределении
эстрогеновых рецепторов в этих областях мозга.

Влияние экспериментальных воздействий на
экспрессию гена катепсина B было не столь выра�
женным (рис. 2). Значения уровня экспрессии
данного гена в гиппокампе крыс группы “Aβ + E2”
превосходили контрольные показатели на 94% у
самок и на 90% у самцов, хотя высокая дисперсия
значений не позволила выявить статистически
значимых различий. Известно, что катепсин B
может выполнять антиамилоидогенные и нейро�
протективные функции, с чем и могут быть связа�
ны высокие значения экспрессии гена этой про�
теиназы у крыс группы “Aβ + E2”.

Данные флуоресцентной иммуногистохимии
показывают, что введение Aβ привело к увеличе�
нию уровня его иммунореактивности в тканях
как правого, так и левого (в меньшей степени) по�
лушария головного мозга. Введение E2 вызвало
снижение количества Aβ в мозге крыс почти до
контрольного уровня. Мы предполагаем, что ме�
ханизм нейропротективного действия E2 обу�
словлен, в частности, повышением уровня экс�
прессии гена катепсина D в гиппокампе крыс, ко�
торое обнаружено в нашем эксперименте при
введении E2. Известно, что гиперактивация ауто�
фагии может приводить к аутофагической кле�
точной гибели. Однако в случае усиления образо�

вания АВ активация катепсинов с большей веро�
ятностью будет способствовать выживанию, а не
гибели нейронов. Известно, что здоровые нейро�
ны в культуре способны переживать индукцию
очень активной аутофагии [10], которая обычно
оказывает нейропротективный эффект.

Следует заметить, что способностью к расщеп�
лению Aβ обладают многие ферменты [9]. Основ�
ными Aβ�деградирующими ферментами считают�
ся неприлизин и инсулиндеградирующий фер�
мент, экспрессия которых зависит от половых
стероидов [11]. Тем не менее имеются исследова�
ния, указывающие на роль катепсинов B и D в раз�
рушении Aβ, амилоидных бляшек, а также тау�
протеина [12–14]. Показано, например, что в
культуре микроглии ингибирование катепсина B
предотвращало деградацию олигомерной формы
Aβ, тогда как ингибиторы неприлизина, матрикс�
ных металлопротеиназ и инсулиндеградирующего
фермента не оказывали данного эффекта [14, 15].

Интересно, что антиамилоидная активность
микроглии подавлена у эстрогендефицитных мы�
шей с нокаутом гена ароматазы [11]. Эти результа�
ты, наряду с данными об участии микроглиальных
катепсинов в деградации амилоида, позволяют
предполагать значение E2 в регуляции амилоидоли�
тической активности катепсинов. Это также согла�
суется с полученными нами результатами об увели�
чении экспрессии катепсина D в мозговой ткани
при введении E2 и о предположительно связанном с
ним уменьшении количества β�амилоида.

Таким образом, нами показано, что после ин�
трацеребрального введения Aβ в гиппокампе и
коре головного мозга крыс значительно повыша�
лась экспрессия катепсина D. Введение E2 на фо�
не β�амилоидной интоксикации привело к еще бо�
лее значительному повышению экспрессии гена
катепсина D в области гиппокампа и к снижению
ее до контрольного уровня в коре головного моз�
га. Впервые получены данные, указывающие на
то, что нейропротективный эффект E2 может
быть обусловлен увеличением экспрессии катеп�
сина D.

Исследование выполнено с использованием
оборудования Центра коллективного пользования
ИБ КарНЦ РАН. Работа поддержана грантами Фе�
деральной целевой программы “Научные и научно�
педагогические кадры инновационной России” на
2009–2013 гг. (госконтракт 14.740.11.1034), НШ�
1410.2014.4 и РФФИ № 12–04–01597_а.
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