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Список используемых в работе сокращений 

 

2,3-ДФГ – 2,3-дифосфоглицерат 

5’-НТ – 5’-нуклеотидаза 

APP – amyloid precursor protein (белок-предшественник амилоида) 

CDNB – 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene (2,4-динитрохлорбензол) 

Hb – гемоглобин 

Аβ – бета-амилоидный пептид 

Аβ25-35 – бета-амилоидный пептид, фрагмент 25-35 

АПАД – 3-ацетилпиридинадениндинуклеотид 

АДФ – аденозин-5’-дифосфорная кислота 

АК – аденилаткиназа 

АКМ – активные кислородсодержащие метаболиты 

АМФ – аденозин-5’-монофосфорная кислота 

АТФ – аденозин-5’-трифосфорная кислота 

БА – болезнь Альцгеймера 

Г6ФДГ – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа 

ГАФДГ – глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа 

ГК – гексокиназа 

ГПО – глутатионпероксидаза 

ГТ – глутатионтрансфераза 

ИМФ – инозин-5’-монофосфат 

ЛДГ – лактатдегидрогеназа 

НАД+ – никотинамидадениндинуклеотид 

НАДН – никотинамидадениндинуклеотид восстановленный 

НАДФ+ – никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

НАДФН – никотинамидадениндинуклеотидфосфат восстановленный 

ПК – пируваткиназа 

СОД – супероксиддисмутаза 

ТЭА – триэтаноламин 
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ФЕП – фосфоенолпируват 

ФМСФ – фенилметилсульфонилфторид 

ЦАА – церебральная амилоидная ангиопатия 

ЭГТА – этиленгликоль-бис (2-аминоэтиловый эфир)-N,N,N’,N’ -тетрауксусная 

кислота 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 
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Введение 

 

Бета-амилоидные пептиды (Аβ) обнаруживаются в нормальных условиях во 

многих тканях и жидкостях организма [Curtain et al., 2001], однако их 

значительное накопление может приводить к повреждению не только клеток, но и 

органов в целом. Так, например, для болезни Альцгеймера (БА) характерно 

усиленное образование и накопление Аβ в мозге, которые, согласно амилоидной 

каскадной гипотезе [Hardy, Higgins, 1992], являются единственными 

патологическими факторами, повреждающими мозг и приводящими к 

прогрессирующей потере памяти и необратимому снижению умственных 

способностей. В настоящее время болезнью охвачено приблизительно 35 

миллионов человек в мире, и ожидается, что к 2030 г. их численность удвоится 

[Fiţa et al., 2011]. Несмотря на то, что БА считается заболеванием, 

характеризующимся исключительно повреждением клеток мозга, в последнее 

время накапливаются данные о том, что при этом заболевании также 

повреждаются периферические ткани и клетки, в частности эритроциты [Blass et 

al., 1985; Gibson, Huang, 2002]. В крови пациентов появляются эритроциты 

атипичной формы [Mohanty et al., 2008, 2010], что свидетельствует об изменениях 

структуры и целостности мембран клеток [Bosman et al., 1991а], что может 

приводить к их лизису прямо в кровяном русле. Такое предположение 

подтверждается накоплением в мозге пациентов с БА свободного гемоглобина и 

железа, которые вызывают развитие окислительного стресса и повреждение 

нейронов [Wu et al., 2004; Perry et al., 2008]. Механизмы повреждения и лизиса 

эритроцитов в кровяном русле неизвестны, и их изучение представляет важную 

медико-биологическую проблему, решение которой позволит выявить роль 

эритроцитов в развитии патологических процессов, происходящих в мозге при 

БА. Предполагается, что одним из факторов, вызывающих повреждение 

эритроцитов в кровотоке, могут быть Аβ, которые накапливаются в мелких 

сосудах мозга при БА (амилоидная ангиопатия) [Perry et al., 2008]. Известно, что 

in vitro Аβ вызывают быстрый лизис эритроцитов [Mattson, 1997]. Исследования, 
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проведенные ранее в нашей лаборатории на общей фракции эритроцитов, 

показали, что в биоактивности и эритротоксичности амилоидов играют важную 

роль биохимические процессы, происходящие в эритроцитах, и, в частности, 

транспортные процессы, скорость гликолиза и антиокислительный статус клеток 

[Косенко и др., 2008]. Однако популяция эритроцитов неоднородна, и факт 

наименьшей устойчивости старых эритроцитов к эндогенным и экзогенным 

патологическим факторам хорошо установлен в литературе [Bonsignore et al., 

1964]. Данные о влиянии Аβ на эритроциты разного возраста в настоящее время в 

литературе отсутствуют и представляют особый интерес, поскольку для 

пациентов с БА характерно ускоренное старение эритроцитов в кровяном русле 

[Bosman et al., 1991б]. Мы предполагаем, что Аβ, локализованный в сосудах мозга 

при БА, может являться важным эндогенным фактором, ускоряющим старение 

клеток. Поскольку в основе старения клеток лежат изменения в энергетическом 

обмене и антиоксидантном статусе [Seaman et al., 1980; Glass, Gershon, 1984], 

данная работа посвящена изучению действия Аβ на показатели 

антиокислительного и энергетического обмена в эритроцитах разного возраста.  

Кроме того, известно, что одним из биохимических признаков, 

характеризующих БА, является нарушение аэробного обмена глюкозы в мозге и 

накопление лактата [Haxby et al., 1986; Liang et al., 2008]. Причины этого 

нарушения множественны, и одной из них может быть недостаточное 

поступление кислорода [Ajmani et al., 2000; de la Torre, 2000]. В связи с тем, что 

при старении эритроцитов происходит нарушение кислород-транспортной 

функции [Edwards, Rigas, 1967; Schmidt et al., 1987], в работе также изучалось 

влияние амилоида на концентрацию 2,3-дифосфоглицерата (2,3-ДФГ), одного из 

главных биологических индикаторов гипоксии, которая является одним из 

характерных признаков БА [Haxby et al., 1986; Liang et al., 2008]. 

Целью данной работы являлось выявление действия Аβ25-35 на показатели 

энергетического обмена и антиоксидантого статуса в эритроцитах разных 

возрастных популяций in vitro. 
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В соответствии с целью были поставлены следующие задачи: 

1. Охарактеризовать эритроциты разного возраста по показателям 

антиоксидантного обмена и гликолитического статуса. 

2. Определить влияние Аβ25-35 на степень лизиса эритроцитов разного возраста. 

3. Изучить влияние Аβ25-35 на метаболические характеристики эритроцитов: 

а) на активность Na+/K+-ATФ-азы, 

б) на концентрацию АТФ, АДФ, АМФ, 2,3-ДФГ, 

в) на активность ферментов обмена адениннуклеотидов, 

г) на активность ключевых ферментов гликолиза: гексокиназы, 

фосфофруктокиназы и пируваткиназы, 

д) на активность ферментов антиоксидантной системы: каталазы, 

глутатионпероксидазы, глутатионтрансферазы, супероксиддисмутазы, и фермента 

пентозофосфатного пути глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы.  

4. Измерить показатели энергетического обмена в эритроцитах пациентов с БА и 

охарактеризовать эти данные в сравнении с данными, полученными in vitro.  

 

Научная новизна  

В работе проведен расширенный сравнительный количественный анализ 

показателей энергетического обмена, антиоксидантного статуса при старении 

эритроцитов крысы. Впервые изучено токсическое действие Аβ25-35 на молодые и 

старые эритроциты крысы. Впервые описано снижение устойчивости эритроцитов 

к амилоид-индуцированному лизису при старении клеток. Изучено изменение 

антиоксидантного и энергетического статуса в эритроцитах разного возраста под 

действием Аβ25-35. Показано влияние Аβ25-35 на изменение концентрации 2,3-ДФГ, 

одного из основных факторов, регулирующих сродство гемоглобина к кислороду. 

Впервые показано, что под действием Аβ25-35 происходит быстрое старение 

эритроцитов в условиях in vitro. Выявлены возможные причины 

эритротоксичности Аβ, что позволит приблизиться к пониманию возникновения 

патологических процессов в мозге, связанных как с лизисом, так и с нарушением 

функциональной способности эритроцитов.  
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Практическая значимость 

Полученные результаты могут быть использованы для выявления 

неизвестных ранее механизмов возникновения болезни Альцгеймера и 

повреждения эритроцитов при этом заболевании, что создаст предпосылки для 

развития новых фармакологических средств, предназначенных для лечения 

нейродегенеративных заболеваний. 

 

Положения, выносимые на защиту:  

1. Под воздействием Аβ25-35 происходит гемолиз эритроцитов и в молодой, и 

в старой популяции клеток, степень которого наиболее выражена в старых 

клетках. 

2. При инкубации Аβ25-35 с эритроцитами in vitro наблюдается значительное 

увеличение активности Na+/K+-ATФ-азы в обеих популяциях клеток. 

3. Под воздействием Аβ25-35 происходит нарушение энергетического обмена 

в молодых и старых эритроцитах, что выражается в снижении активности 

регуляторных гликолитических ферментов и уменьшении концентрации 

адениннуклеотидов. 

4. Инкубация Аβ25-35 с эритроцитами приводит к снижению активности 

ферментов антиоксидантной защиты клеток. 

5. Воздействие Аβ25-35 вызывает снижение концентрации ключевого 

метаболита эритроцитов, определяющего сродство гемоглобина к кислороду, 2,3-

ДФГ. 

6. Аβ25-35 вызывает изменения биохимических показателей в молодых 

эритроцитах до уровня, характерного для старых клеток.  

 

Личный вклад автора 

Все экспериментальные исследования, получение и очистка эритроцитов и 

измерения функциональных и биохимических параметров эритроцитов, а также 

статистическая обработка результатов, создание рисунков и графиков выполнены 

автором самостоятельно.  



10 
 

Апробация работы  

Основные результаты работы докладывались на международных и 

российских конференциях: 15-й Международной Пущинской школе-конференции 

молодых ученых «Биология – наука XXI века», Пущино, 18 – 22 апреля, 2011; 

Конференции «Экспериментальная и теоретическая биофизика’11», Пущино, 20-

21 октября 2011; 16-й Международной Пущинской школе-конференции молодых 

ученых «Биология – наука XXI века», Пущино, 16 - 21 апреля, 2012; 17-й 

Международной Пущинской школе-конференции молодых ученых «Биология – 

наука XXI века», Пущино, 21 – 26 апреля, 2013; VI Всероссийском с 

международным участием Конгрессе молодых ученых-биологов «Симбиоз-

Россия 2013», Иркутск, 19-23 августа, 2013; 18-й Международной Пущинской 

школе-конференции молодых ученых «Биология – наука XXI века», Пущино, 21 – 

25 апреля, 2014; Международной конференции молодых ученых 

«Экспериментальная и теоретическая биофизика’14», Пущино, 27-29 октября, 

2014; XVI Всероссийской конференции молодых ученых «Экспериментальная и 

теоретическая биофизика», Пущино, 1-3 ноября, 2016. 

 

Публикации 

По теме диссертации опубликовано 17 научных работ, из них 6 в ведущих 

рецензируемых журналах, рекомендованных ВАК. 
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1. Амилоидные пептиды: образование, строение, свойства и функции. 

Роль АРР 

 

β-Амилоидные пептиды (Аβ) - это низкомолекулярные белковые фрагменты 

с бета-складчатой структурой. Aβ являются обычными клеточными 

компонентами, которые содержатся в организме человека повсеместно: в ткани 

мозга, спинномозговой жидкости, плазме крови, а также в других органах, тканях, 

клетках здоровых людей [Haass et al., 1992; Shoji et al., 1992; Seubert et al.,1993]. В 

настоящее время механизмы физиологического действия Aβ до конца не 

выявлены, однако показано, что Aβ могут участвовать в регуляции метаболизма 

холестерина, синтеза фосфолипидов, транскрипции генов, ответственных за 

синтез эндотелиального фактора роста и фактора, индуцируемого гипоксией, 

гомеостаза кальция в клетке, в модуляции синаптической пластичности и 

передачи нервного импульса [Pearson, Peers, 2006; Кудинов и др., 2012]. Согласно 

современным данным, нейрональная активность, наблюдаемая в дневной период, 

всегда сопряжена с увеличением образования Aβ [Mormino et al., 2012; Lim et al., 

2013], тогда как во время сна, напротив, активируются реакции, ответственные за 

распад амилоидов и уменьшение их концентрации [Ooms et al., 2014]. 

Аβ могут находиться в организме в двух различных состояниях: α-спирали 

и β-складчатой структуры [Glenner, 1980] и переходить из одного состояния в 

другое при действии неизвестных факторов, образовывать скопления и ассоциаты 

[Lambert et al., 1998]: различные типы олигомеров [Walsh et al., 2002; Bitan et al., 

2003; Kirkitadze et al., 2001], мицеллы [Lomakin et al.,1996; Soreghan et al., 1994], 

протофибриллы и фибриллы [Walsh et al.,1997; Harper et al.,1997; Serpell, 2000]. 

В плазме крови и спинномозговой жидкости человека встречаются Аβ2-14, 

Аβ1-17, Аβ1-18, Аβ1-33, Аβ1-34, Аβ1-37, Аβ1-38, Аβ1-39 [Maddalena et al., 2004]. Но 

преобладающими у всех видов животных являются две формы Аβ-пептида с 

разными СООН-концами: Аβ1-40, Аβ1-42. Равновесие между ними в 
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спинномозговой жидкости и в крови регулируется динамически в основном двумя 

трансмембранными рецепторами, находящимися в эндотелии сосудов мозга, 

которые переносят пептиды через гемато-энцефалический барьер [Rózga et al., 

2007]. Считается, что LRP-рецептор (белок, связанный с рецептором 

липопротеинов низкой плотности, low-density lipoprotein receptor related protein 1) 

переносит Аβ-пептиды из спинномозговой жидкости в кровоток, а RAGE-

рецептор (рецептор конечных продуктов гликозилирования, the receptor for 

advanced end glycation products) отвечает за перемещение периферического Аβ в 

мозг [Deane et al., 2004]. Кроме того, в транспорте амилоидных пептидов 

принимают участие аполипопротеины Е [DeMattos et al., 2004]. 

Считается, что Аβ являются продуктами протеолитического расщепления 

белка-предшественника амилоида (АРР). АРР – трансмембранный белок, который 

экспрессируется во многих клетках, например, нейронах, микроглии, сосудах 

мозга, периферических тканях, таких как сердце, печень, поджелудочная железа, 

кожа, кишечник, тромбоциты, лейкоциты [Joachim et al.,1989; Golde et al.,1990; 

Shoji et al.,1990; Nordstedt et al.,1994; Li et al., 1998; Kuo et al., 2000]. Роль АРР в 

клетке многообразна. В частности, он регулирует образование и рост нейронов, 

их дифференциацию и миграцию, участвует в регуляции синаптической 

активности [Nicolas, Hassan, 2014], защищает нейроны от повреждений [Priller et 

al., 2006; Turner et al., 2003]. Изоформа АРР периферических тканей содержит 

вставку ингибитора сериновой протеазы и может регулировать факторы 

свертывания крови [Evin, Weidemann, 2002]. 

Ген человеческого АРР кодирует 3 основные изоформы белка – АРР695, 

АРР751 и АРР770. АРР695, состоящий из 695 аминокислотных остатков, 

преобладает в нейронах, АРР751 и 770, состоящие из 751 и 770 остатков 

аминокислот соответственно, – экспрессируются в не-нейрональных тканях, в 

частности, АРР751 – в лимфоцитах, а АРР770 – в эндотелиальных клетках 

сосудов [Каминский, Косенко, 2009; Kitazume et al., 2010].  

Схематическая структура АРР770 показана на рисунке 1. 
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Рисунок 1. Схематическая структура АРР770, его внутренних фрагментов и пептидных 

связей, расщепляемых α-, β- и γ-секретазами. Числа в скобках у обозначения пептида означают 

его размер (в аминокислотных остатках), а интервал между числами – положение пептидного 

фрагмента вдоль последовательности АРР. Другие обозначения: CTF – С-концевой фрагмент; α, 

β, и γ – α-, β-, и γ-секретазы; С83 и С99 – мембраносвязанные С-концевые фрагменты АРР, 

отщепляемые α- и β-секретазами соответственно; АРРs-α и АРРs-β – растворимые N-концевые 

фрагменты АРР, отщепляемые α- и β-секретазами соответственно; γ-CTF – С-концевой 

фрагмент, отщепляемый γ-секретазой. Числа в аминокислотных остатках означают их номера в 

полипептидной цепи АРР [Kaminsky et al., 2010]. 

 

АРР770 состоит из 770 аминокислотных остатков, из которых 699 остатков 

находятся вне клетки (N-конец). Аминокислотные остатки 700-723 находятся в 

мембране, а 724-770 находятся в цитозоле, образуя С-конец. АРР может 

расщепляться тремя секретазами: α, β и γ. В физиологических условиях α-

секретаза отщепляет от N-конца аминокислоты от 18 до 687 порядкового номера. 

Этот фрагмент нетоксичен и существует в нервных клетках в норме. β-секретаза 

отщепляет от N-конца более короткий фрагмент (18-671). Если после β-секретазы 

в процесс вовлекается γ-секретаза, то она отщепляет от С-конца АРР фрагмент 

714-770, в результате образуется Аβ1-42. Если отщепляется фрагмент 712-770, то 

образуется Аβ1-40. Оба фрагмента токсичны in vitro, причем они могут 
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самоассоциироваться в нерастворимые фибриллы, что может усиливать их 

токсичность [Каминский, Косенко, 2009, Kaminsky et al., 2010].  

Кроме того, АРР может расщепляться каспазами 3, 6, 8, 9 (см. рис. 1) с 

образованием цитотоксического пептида С31, который тоже вовлекается в гибель 

нейрона при БА [Каминский, Косенко, 2009; Kaminsky et al., 2010]. 

Считается, что Аβ1-42 преимущественно локализован в мозге, а Аβ1-40 – в 

кровеносных сосудах мозга [Weller et al., 2009]. Стационарная концентрация Аβ 

поддерживается совместным действием протеаз, таких, как неприлизин, инсулин-

разрушающий фермент, эндотелин-превращающий фермент и плазмин [Turner et 

al., 2004]. Так, например, из Аβ1-40 может образовываться короткий фрагмент 

Аβ25-35 [Kubo et al., 2002, 2003], который является токсичным для нейронов in 

vitro, поскольку способствует увеличению проницаемости мембран [Chang et al., 

2011].  

В связи с тем, что Аβ25-35 просто синтезировать и он не требует длительного 

времени для агрегации [Pike et al., 1995], в отличие от целого пептида Аβ1-40, и 

образует фибриллы сразу после солюбилизации [Hensley et al., 1994], этот пептид 

чаще, чем другие, используют в исследованиях in vivo и in vitro. Аβ25-35 состоит из 

11 аминокислот:  

H3N
+-Глицин-серин-аспарагин-лизин-глицин-аланин-изолейцин-изолейцин-

глицин-лейцин-метионин-СОО–.  

Молекула имеет суммарный положительный заряд и состоит из двух частей: 

первую часть образуют четыре полярных аминокислотных остатка с N-конца 

молекулы, включая положительно заряженный лизин, которые обусловливают 

способность амилоидных пептидов взаимодействовать с отрицательно 

заряженными мембранами, вторая часть состоит из семи преимущественно 

гидрофобных остатка с С-конца пептида, которые способствуют взаимодействию 

с гидрофобными участками. То есть структура амилоидного пептида 

обусловливает его взаимодействие с мембраной путем электростатических и 

гидрофобных взаимодействий [Del Mar Martínez-Senac et al.,1999; Chang et al., 

2011]. Некоторые исследователи показали, что амилоидные пептиды 
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встраиваются в липидный бислой, образуя поры/каналы, проницаемые для ионов, 

а отрицательно заряженные липиды способствуют повышению скорости 

образования каналов [Chang et al., 2011]. Кроме того, было высказано 

предположение о том, что поры/каналы могут быть образованы в мембране путем 

агрегации Аβ25-35 в бета-складчатые структуры (трубки) [Chang et al., 2011].  

 

1.2. Гипотезы возникновения БА 

 

Первой гипотезой, объясняющей причины повреждения когнитивных 

функций при БА, была каскадная амилоидная гипотеза, согласно которой 

амилоидные пептиды, накапливающиеся в мозге, являлись главными и 

единственными патогенетическими факторами, ответственными за возникновение 

и развитие этого заболевания [Hardy, Higgins, 1992]. При этом считалось, что 

нерастворимые β-складчатые структуры, обнаруженные в составе внеклеточных 

сенильных бляшек, вызывают медленную дегенерацию нейронов при БА [Shoji et 

al., 1992; Robakis, 1994]. Было предложено несколько возможных молекулярных 

механизмов цитотоксического действия Аβ, основанных на исследованиях, 

проводимых in vitro: 

1. Агрегированные формы Аβ изменяют количество внутриклеточного 

кальция и нарушают гомеостаз ионов Ca2+, что опосредовано гиперактивацией 

глутаматных рецепторов [Goodman et al., 1994]. 

2. Под действием Аβ происходит нарушение функционального состояния  

митохондрий. Нейродегенерация в мозге сопряжена с постепенным нарушением 

функций митохондрий и усилением окислительного повреждения [Cardoso et al., 

2001; Casley et al., 2002]. 

3. Развитие окислительного стресса и накопление активированных 

кислородных метаболитов [Harris et al., 1995; Akama et al., 1998; Hirai et al., 1998].  

Однако в дальнейшем было обнаружено, что плотность амилоидных 

пептидов в мозге не коррелирует со степенью повреждения памяти [Lue et al., 

1999]. Кроме того, амилоидные пептиды накапливаются в мозге не только при 
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БА, но и при других заболеваниях человека [Masters et al., 1981; Pearlman et al., 

1988; Glenner, Murphy, 1989], у пожилых людей, не имеющих проблем с памятью 

[Tomlinson et al., 1968; Dayan, 1970], после черепно-мозговой травмы [Smith et al., 

2003], при общем наркозе [Xie et al., 2006], а также у детей при остром 

воспалении мозга [Calderón-Garcidueñas et al., 2008]. Также следует отметить, что 

неоднократно проведенная многими центрами Америки и Европы попытка 

связать амилоиды в мозге антиамилоидными препаратами приводила к 

быстротечному менингоэнцефалиту и гибели пациентов [Nicoll et al., 2003]. 

Появление этих данных стимулировало создание новых гипотез, которые могли 

бы объяснить нейродегенеративные процессы и повреждение памяти у пациентов 

с БА. Так, несмотря на то, что каскадная амилоидная гипотеза все еще является 

доминирующей, на смену ей были выдвинуты метаболическая и сосудистая 

гипотезы. 

В основе метаболической гипотезы возникновения БА лежит тот факт, что 

одним из характерных биохимических признаков при БА является нарушение 

аэробного метаболизма глюкозы [Hoyer, 1988; Mielke et al., 1992; Meier-Ruge et 

al., 1994, Hoyer, 1996] и усиление анаэробного гликолиза в мозге. Глюкоза – 

основной источник энергии в мозге, и недостаточное ее поступление хотя бы в 

течение несколько минут приводит к необратимому повреждению нейронов. 

Считается, что основными причинами в повреждении утилизации глюкозы в 

мозге могут быть снижение чувствительности рецептора к инсулину [Hoyer, 

2000], нарушение работы переносчика глюкозы [Kalaria et al.,1989; Simpson et al., 

1994], снижение активности ферментов гексокиназы [Marcus et al., 1989; 1997], 

фосфофруктокиназы [Meier-Ruge et al., 1984], пируватдегидрогеназы [Perry et al., 

1980], гипоксия [Ajmani et al., 2000; de la Torre, 2000]. Предполагается, что 

именно эти нарушения лежат в основе развития нейродегенерации [Iqbal, 

Grundke-Iqbal, 2005]. Согласно этой гипотезе, образование амилоидных пептидов 

считается физиологическим компенсаторным механизмом, замедляющим 

дальнейшее повреждение нейронов [Smith, Perry, 1998; Smith et al., 2000; Lee et 

al., 2004; Moreira et al., 2006].  
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Кроме того, многочисленные исследования, проводимые на пациентах, 

свидетельствуют о том, что нейродегенеративные заболевания, в том числе и БА, 

ассоциированы с дисфункцией микрососудов мозга [De Jong et al., 1999; de la 

Torre, 2000], нарушением функционирования гемато-энцефалического барьера 

[Zlokovic, 2008]. Дисфункция мелких сосудов мозга снижает кровоток и, 

соответственно, снабжение мозга кислородом и энергетическими субстратами [de 

la Torre, 2000; Aliev et al., 2003; Zlokovic, 2011]. Масса мозга составляет всего 

около 2% от всей массы тела, он потребляет 20% всего кислорода и 25% глюкозы, 

используемой в организме. Согласно сосудистой гипотезе [de la Torre, Mussivand, 

1993; de la Torre, 2002, 2004], именно нарушение микроциркуляции крови в 

некоторых отделах мозга приводит к недостатку глюкозы и кислорода, что 

вызывает необратимые изменения и гибель нейронов. Нарушение гемато-

энцефалицеского барьера, в свою очередь, может приводить к проникновению в 

мозг сывороточных белков и очаговым кровоизлияниям с поступлением 

эритроцитов в мозг (рис. 2). Эритроциты, разрушаясь, высвобождают гемоглобин, 

который является источником железа, катализирующего образование активных 

кислородных метаболитов, которые опосредуют повреждение нейронов. Кроме 

того, нарушение гемато-энцефалического барьера способствует проникновению в 

мозг нейротоксичных белков, например, плазмина, тромбина и фибрина. 

Альбумин способствует развитию отека, приводящего к гипоперфузии и гипоксии 

нервной ткани, которое вызывает дальнейшее повреждение нейронов [Zlokovic, 

2011].  
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Рисунок 2. Нарушение гемато-энцефалического барьера [Zlokovic, 2011]. ГЭБ – гемато-

энцефалический барьер, АКМ – активные кислородные метаболиты. 

 

Другим важным фактором в развитии гипоксии является нарушение 

адекватного снабжения тканей кислородом, что зависит от способности 

эритроцитов связывать, транспортировать и отдавать кислород тканям, что в свою 

очередь определяется состоянием энергетического обмена и антиоксидантного 

статуса клеток. Однако взаимосвязь между нарушением 

метаболического/энергетического состояния эритроцитов и возникновением 

гипоксии, приводящей к нарушению аэробного окисления глюкозы в мозге, при 

БА не определена. 

 

1.3. Эритроциты – переносчики кислорода в организме 

 

Эритроциты – высокоспециализированные клетки, основная функция 

которых – транспорт кислорода, и эти клетки оптимально приспособлены к ее 

выполнению. Двояковогнутая форма эритроцитов, поддерживаемая 

цитоскелетом, обеспечивает большую поверхность, что усиливает газообмен 

между клеткой и внеклеточной средой. Одним из характерных признаков 
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эритроцитов является их способность к деформации, которая позволяет этим 

клеткам проникать в мелкие капилляры. Поддержание формы и деформируемость 

эритроцитов зависит от многих строго регулируемых связанных между собой 

факторов, в том числе от рН, содержания кальция и АТФ [Deuticke, 1968], 

активности Na+/K+-ATФ-азы, уровня оксигенации гемоглобина [Uyuklu et al., 

2009], взаимодействия между мембранными, периферическими и цитоскелетными 

белками [de Oliveira et al., 2008], антиоксидантного статуса [Yanai et al., 2008]. 

Изменение одного лишь компонента регуляторной системы может привести не 

только к дисбалансу и потере функции эритроцитов, но и их повреждению и 

полному разрушению в кровяном русле [Косенко, 2014]. 

 

1.3.1. Na+/K+-АТФ-аза и поддержание ионного гомеостаза эритроцитов 

 

Основным ферментом, обеспечивающим поддержание объема эритроцитов 

и ионных градиентов, является Na+/К+-АТФ-аза, локализованная в мембране 

[Атауллаханов и др., 2009]. Известно, что концентрация ионов К+ в цитозоле 

эритроцитов в физиологических условиях составляет примерно 110 ммоль/л, 

тогда как в плазме крови она равна 3 мМ. В то же время концентрация Na+ в 

плазме крови достигает 140 мМ, а внутри эритроцитов – 4 мМ. Для поддержания 

столь высоких трансмембранных концентрационных градиентов требуется 

энергия АТФ. При активации Na+/K+-ATФ-азы происходит гидролитическое 

расщепление АТФ до АДФ и фосфата, и высвободившаяся при этом энергия 

используется для транспорта ионов К+ из окружающей среды внутрь эритроцитов, 

а ионов Na+ из клетки наружу. На каждую молекулу гидролизованного АТФ из 

клетки выводятся 3 иона Na+ и поступает в эритроцит 2 иона К+ [Blanco, Mercer, 

1998].  

Таким образом, активность Na+/K+-ATФ-азы служит маркером сохранения 

ионного баланса по обе стороны мембраны, который лежит в основе сохранения 

формы, объема и функциональной способности эритроцитов. Показано, что при 

различных патологиях происходит значительное накопление Na+ в клетках, что 
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приводит к повышению активности Na+/K+-ATФ-азы [Kawamoto et al., 2005; 

Shahid et al., 2008]. Напротив, снижение активности этого фермента ухудшает 

способность клеток к деформации, увеличивая их объем [Kowluru et al., 1989; 

Kucukatay et al., 2009], что в конечном итоге может приводить к повреждению 

мембраны и лизису эритроцитов [Косенко и др., 2008].  

 

1.3.2. АТФ как NO-зависимый вазодилататор 

 

АТФ является главным энергетическим субтратом в клетке, концентрация 

которого поддерживается балансом между процессами ее образования в 

гликолизе и процессами ее потребления, включающими активный транспорт и 

поддержание ионного градиента по обе стороны мембраны. При снижении 

концентрации АТФ происходит потеря эритроцитом воды, ионов калия, 

повреждение спектрин-актинового цитоскелета, что приводит в дальнейшем к 

изменению мембраны эритроцитов и образованию на ней выростов, при этом 

форма клеток меняется c дисковидной на эхиноцитарную [Bukowska, Zatorska, 

2003]. Помимо этого, снижение концентрации АТФ взаимосвязано со старением 

клеток и их жизнеспособностью в кровяном русле [Nakao et al., 1962]. 

Кроме того, известно, что АТФ является NO-зависимым вазодилататором, 

способствующим расслаблению гладкомышечных клеток в капиллярах [Wan et 

al., 2011], необходимому для проникновения эритроцитов в узкие капилляры. Это 

обеспечивается выходом эндогенного АТФ из эритроцитов и его 

взаимодействием с эндотелиальными клетками сосудов [Sprague et al., 1996]. При 

снижении парциального давления кислорода и рН выброс АТФ из эритроцитов 

усиливается [Ellsworth et al., 1995; Sprague et al., 2001], что дает возможность для 

связывания АТФ с P2Y-рецепторами (подкласс пуринергических рецепторов для 

АТФ и АДФ), расположенными на люминальной поверхности эндотелия сосудов 

(рис. 3). Это в свою очередь индуцирует синтез и высвобождение NO, который 

инициирует вазомоторный эффект, позволяющий проникать эритроцитам в узкие 
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капилляры и увеличивать поток крови в ткани и доставку в них кислорода 

[McCullough et al., 1997; Collins et al., 1998; Wan et al., 2011].  

 

 
Рисунок 3. Каскад событий, инициированный поступлением эритроцитов в область со 

сниженным парциальным давлением кислорода [Sprague et al., 2007].  

 

 

1.3.3. Регуляторные ферменты гликолиза  

 

Основным источником АТФ в эритроцитах является анаэробный гликолиз. 

Важно отметить, что частичное или полное отсутствие гликолитических 

ферментов в эритроцитах приводит к анемиям, которые характеризуются 

лизисом, а также к снижению времени жизни эритроцитов [McMullin, 1999; van 

Wijk, van Solinge, 2005] 

Гексокиназа (ГК) катализирует первую и скорость-лимитирующую реакцию 

фосфорилирования глюкозы с образованием глюкозо-6-фосфата. Известно, что 

активность этого фермента значительно выше в ретикулоцитах по сравнению со 

зрелыми эритроцитами [van Wijk, van Solinge, 2005].  
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Вторым ключевым ферментом гликолиза является фосфофруктокиназа 

(ФФК), катализирующая фосфорилирование фруктозо-6-фосфата, используя АТФ 

в качестве источника энергии. ФФК – один из немногих ферментов гликолиза, 

имеющих двоякую локализацию. Она может быть связана с внутренней 

мембраной эритроцитов и быть локализованной в цитоплазме [Jenkins et al., 1984; 

Косенко, 2014]. Предполагается, что взаимодействие ФФК с цитоплазматическим 

доменом белка полосы 3 мембраны эритроцита приводит к постепенному 

ингибированию фермента [Low et al., 1995]. Кроме того, ФФК ингибируется АТФ 

и 2,3-дифосфоглицератом (2,3-ДФГ) [van Wijk, van Solinge, 2005]. Существуют 

данные, полученные в исследованиях in vitro, свидетельствующие о том, что 

взаимодействие ФФК с белком полосы 3 снимает аллостерическое ингибирование 

АТФ и 2,3-ДФГ [Karadsheh, Uyeda, 1977; Jenkins et al., 1984]. Кроме того, 

активность ФФК эритроцитов человека регулируется катионами Са2+. Было 

показано, что увеличение концентрации Са2+ в эритроцитах, индуцируемое 

иономицином, вызывало падение уровня АТФ с последующим увеличением 

активности ФФК и усилением гликолиза. Однако более длительная инкубация 

эритроцитов с Са2+ приводила к высвобождению фермента из мембраны, что 

сопровождалось усиленным лизисом эритроцитов [Assouline-Cohen, Beitner, 

1999]. Таким образом, ФФК не только регулирует метаболизм глюкозы, но и 

является одним из основных ферментов, от активности которого зависит 

целостность эритроцитов. 

Пируваткиназа (ПК) катализирует необратимую реакцию превращения 

фосфоенолпирувата в пируват. ПК играет ключевую роль в метаболизме 

эритроцита, так как в ходе реакции, катализируемой этим ферментов, происходит 

образование АТФ.  Реакция протекает в присутствии ионов К+, Mn2+ и Mg2+. ПК – 

гомотетрамер, у млекопитающих известно 4 изоформы ПК (M1, M2, L и R). В 

эритроцитах находится R-форма фермента. При недостаточности ПК наблюдается 

нехватка АТФ, что приводит к снижению жизнеспособности эритроцита. Кроме 

того, дефицит этого фермента приводит к накоплению промежуточных продуктов 

гликолиза и ингибированию гексокиназы. ПК аллостерически активируется 
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фруктозо-1,6-дифосфатом и ингибируется АТФ [McMullin, 1999; Zanella et al., 

2005]. 

Лактатдегидрогеназа (ЛДГ) не относится к регуляторным ферментам 

гликолиза. Она катализирует обратимую реакцию восстановления пирувата в 

лактат, поставляя НАД+ для реакции, катализируемой глицеральдегид-3-

фосфатдегидрогеназой (ГА3ФДГ), обеспечивая самоподдерживаемость 

гликолиза. 

 

1.3.4. 2,3-дифосфоглицерат и его образование в шунте Рапопорта-

Люберинга 

 

Образование 2,3-ДФГ в эритроцитах осуществляется в уникальном шунте 

Рапопорта-Люберинга, который является ответвлением гликолиза и обходит 

реакцию, катализируемую фосфоглицераткиназой. Схема этого процесса 

представлена на рис. 4.  

 
Рисунок 4. Гликолиз и шунт Рапопорта-Люберинга в эритроцитах человека (по [Travis et al., 

1978]). 
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При этом 1,3-дифосфоглицерат, образуемый в результате реакции, 

катализируемой ГАФДГ, необратимо превращается в 2,3-ДФГ при участии 

фермента 2,3-дифосфоглицератмутазы. Гидролиз 2,3-ДФГ до 3-фосфоглицерата 

осуществляется дифосфоглицератфосфатазой [Travis et al., 1978]. Предполагается, 

что дифосфоглицератмутаза может обладать и фосфатазной активностью, и что и 

образование, и распад 2,3-ДФГ осуществляется под действием одного фермента 

[van Wijk, van Solinge, 2005].  

2,3-ДФГ является одним из главных метаболитов в эритроцитах, 

определяющих сродство гемоглобина к кислороду [Benesch et al., 1969], 

способствуя более полной отдаче кислорода в ткани. Известно, что тетрамерная 

молекула гемоглобина может находиться в двух состояниях: Т-состоянии, 

«напряженном», с низким сродством к кислороду, и R-состоянии, 

«расслабленном», с высоким сродством к кислороду. Молекула гемоглобина 

состоит из двух α- и двух β-субъединиц. Центр связывания 2,3-ДФГ расположен в 

полости между β-субъединицами гемоглобина, образованной между N-концевыми 

аминогруппами β-субъединиц, которая выстлана положительно заряженными 

группами аминокислот (рис. 5). Отрицательно заряженная молекула 2,3-ДФГ по 

своей величине и конфигурации соответствует размеру углубления на молекуле 

гемоглобина в Т-состоянии и образует ионные связи с положительно 

заряженными группами гемоглобина. Каждый тетрамер гемоглобина может 

присоединять одну молекулу 2,3-ДФГ. Считается, что связывание 2,3-ДФГ 

обеспечивается наличием в полости двух α-аминогрупп β-цепей гемоглобина и 

имидазольными остатками гистидинов, которые взаимодействуют с фосфатными 

группами молекулы 2,3-ДФГ, в то время как карбоксильная группа находится в 

пределах связывания ε-аминогруппы лизина одной из β-цепей [Bunn, 1971]. При 

этом 2,3-ДФГ стабилизирует молекулу гемоглобина путем образования «солевых 

мостиков», которые обеспечивают перекрестное сшивание двух β-субъединиц 

[Scott et al., 1977].  
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Рисунок 5. Связывание 2,3-ДФГ с гемоглобином.  

2,3-ДФГ связывается в центральной полости дезоксигемоглобина, где он взаимодействует с 

тремя положительно заряженными группами каждой β-субъединицы. Розовым цветом 

выделены α-субъединицы, желтым цветом – β-субъединицы. Из [Berg, Tymoczko, Stryer. 

Biochemistry, 2002] 

 

Стационарная концентрация 2,3-ДФГ в эритроцитах, как уже было сказано, 

зависит от состояния гликолитической системы [Travis et al., 1978; van Wijk, van 

Solinge, 2005].  Известно, что дефекты ферментов проксимального участка 

гликолиза, таких как фосфоглицераткиназа и ПК, приводят к накоплению 

2,3-ДФГ, что способствует снижению сродства гемоглобина к кислороду, то есть 

более легкому переносу кислорода тканям. Напротив, относительный дефицит 

ферментов, катализирующих начальные реакции гликолиза (ГК, 

глюкозофосфатизомераза, ФФК, альдолаза и триозофосфатизомераза) является 

причиной недостаточного синтеза 2,3-ДФГ [van Wijk, van Solinge, 2005]. На 

изменение сродства гемоглобина к кислороду также влияют ионы магния, 

которые, связываясь с 2,3-ДФГ, снижают его взаимодействие с гемоглобином 

[Васильева, 2005].  

Долговременное нарушение энергетического обмена и изменение 

активности ферментов в эритроцитах снижает концентрацию 2,3-ДФГ [van Wijk, 

van Solinge, 2005], способствуя повышению сродства гемоглобина к кислороду, 
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что может быть одной из причин развития тканевой гипоксии [McCully et al., 

1999].  

Кроме 2,3-ДФГ, на сродство гемоглобина к кислороду могут влиять и 

другие факторы, например, рН, концентрация СО2, Сl–, HPO4
2– [Perutz, 1979; 

Samaja et al., 2003], однако взаимосвязь между уровнем 2,3-ДФГ в эритроцитах и 

возникновением тканевой гипоксии установлена при многочисленных 

заболеваниях, в частности, при некоторых типах энзимопатий [Valentine et al., 

1985; McCully et al., 1999], при диабетической нейропатии [Nakamura et al., 1995], 

у недоношенных новорожденных [Tsirka et al., 1990; Cholevas et al., 2008], у 

пациентов с гемоглобинопатией [Papassotiriou et al., 1998], гипертензией [Resnick 

et al., 1994], гипофосфатэмией [Larsen et al., 1996], а также у людей пожилого 

возраста [Purcell, Brozović, 1974].  

 

1.3.5. Антиоксидантная система эритроцитов 

 

Как уже было сказано, эритроциты являются высокоспециализированными 

клетками, основной функцией которых является перенос кислорода от лёгких к 

органам и тканям. Поскольку в эритроцитах постоянно протекают процессы 

оксигенации – дезоксигенации гемоглобина, эти клетки характеризуются высокой 

скоростью образования активированных кислородных метаболитов (АКМ) 

[Меньщикова и др., 1994]. 

Под АКМ подразумевается широкий класс соединений радикальной и 

нерадикальной природы, содержащих кислород [Владимиров, Проскурнина, 

2009]. К ним относятся супероксидный анион-радикал (O2
·−), перекись водорода 

(Н2О2), гидроксильный радикал (ОН·), гидроперекисный радикал (НО2·), 

нитроксид (NO), пероксинитрит (ONOOˉ), которые обладают высокой 

реакционной способностью и коротким временем жизни в биологических 

объектах. АКМ образуются в животной клетке в процессе нормальной 

жизнедеятельности и играют важную роль в многих клеточных процессах, таких 
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как клеточная пролиферация, регуляция тонуса сосудов, поддержание иммунного 

гомеостаза [Меньщикова и др., 1994]. 

Известно, что O2
·− и другие АКМ в эритроцитах образуются в результате 

аутоокисления гемоглобина, происходящего при его постоянном взаимодействии 

с кислородом [Misra et al., 1972]. O2
·− – относительно малоактивный радикал, но, 

поскольку является нуклеофильным соединением, окисляет фосфолипиды 

мембран [Cathcart et al., 1989], что может приводить к разрушению эритроцитов 

[Weiss, 1980]. 

Гидроксильный радикал ОН· является наиболее реакционным из АКМ 

[Меньщикова и др., 1994]. Его основным источником в эритроцитах служит 

реакция Фентона, протекающая с участием металлов переменной валентности 

[Bast et al., 1991], в частности, Fe2+: 

H2O2 + Fe2+ → Fe3+ + ОН· + ОНˉ       (1) 

Обратное восстановление Fe3+ возможно в реакции с O2
·−:  

Fe3+ + O2
·−  → Fe2+ + О2.         (2) 

При наличии в среде O2
·− и Н2О2 может протекать реакция Хабера-Вайса 

[Ланкин и др., 2001]: 

O2
·−  + Н2О2 → О2

 + ОН· + ОНˉ.       (3) 

Постоянное образование АКМ в организме уравновешивается их 

утилизацией защитными системами, которые представлены ферментативными и 

неферментативными антиоксидантами. Когда скорость образования свободных 

радикалов в клетке превышает систему антиоксидантной защиты, возникает 

окислительный стресс [Меньщикова и др., 1994]. 

К ферментативным антиоксидантам относятся супероксиддисмутаза (СОД), 

которая катализирует реакцию дисмутации О2ˉ в перекись водорода, каталаза, 

расщепляющая Н2О2, глутатион-зависимые пероксидазы и трансферазы, 

удаляющие органические перекиси [Меньщикова и др., 1994]. Известно, что у 

млекопитающих длительность жизни эритроцитов в значительной степени 

коррелирует с активностью некоторых антиоксидантных ферментов, в частности, 

СОД и глутатионпероксидаза (ГПО), а также с концентрацией глутатиона [Kurata 
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et al., 1993], что свидетельствует о важности антиокислительных ферментов в 

поддержании жизнедеятельности эритроцитов.  

СОД впервые описана Маккордом [McCord et al., 1969]. Этот фермент 

обнаружен в клетках всех аэробных организмов. Существует несколько изоформ 

СОД, которые отличаются строением активного центра [Меньщикова и др., 1994]. 

В зрелых эритроцитах млекопитающих, лишенных митохондрий, обнаружена 

только одна изоформа, медь-цинковая (Cu,Zn-СОД) [Kurata et al., 1993]. Цинк, по-

видимому, необходим для стабилизации фермента, в то время как для 

ферментативной активности необходимы атом меди и аминокислотный остаток 

гистидина [Cimen, 2008]. СОД утилизирует супероксидный радикал, тем самым 

предотвращая образование метгемоглобина. Ингибитором фермента является 

перекись водорода в микромолярной концентрации. 

Глутатионпероксидаза (ГПО) состоит из четырех идентичных субъединиц с 

молекулярной массой около 19 кДа, каждая из которых содержит по 1 атому 

селена, входящему в состав селено-цистеиновых остатков; на тетрамере имеется 2 

активных GSH-связывающих центра [Sunde, Hoekstra, 1980, Меньщикова и др., 

1994]. ГПО катализирует реакцию восстановления перекиси водорода (4) и 

перекиси липидов (5): 

2GSH + Н2О2 → GSSG + 2Н2О       (4) 

2GSH + ROOH → GSSG + ROH + H2O      (5) 

Обратное восстановление глутатиона происходит в реакции, 

катализируемой глутатионредуктазой [Ланкин и др., 2001]: 

GSSG + НАДФН + H+ → 2GSH + НАДФ+       (6) 

Важную роль в антиоксидантной системе эритроцита играет ключевой 

регуляторный фермент пентозофосфатного пути глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа 

(Г6ФДГ), поскольку в ходе реакции, катализируемой этим ферментом, 

происходит восстановление НАДФ+, необходимого для глутатионредуктазы. 

Известно, что дефекты в Г6ФДГ приводят к снижению времени жизни 

эритроцитов, а при недостатке этого фермента происходит гемолиз эритроцитов 

[McMullin, 1999]. 
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Каталаза – гемсодержащий фермент, представляет собой тетрамер с 

молекулярной массой 250 кДа. Каталаза человека содержит 4 прочно связанные 

молекулы НАДФН, который снижает чувствительность фермента к малым 

концентрациям субстрата, Н2О2. Каталаза может функционировать как 

регуляторный белок, высвобождая НАДФ+, когда клетка находится в состоянии 

окислительного стресса. Этот выброс усиливает удаление перекиси водорода 

механизмом «глутатионредуктаза – глутатионпероксидаза» [Kirkman et al., 1984]. 

В физиологических условиях активность каталазы из клеток 

млекопитающих выше, чем активность ГПО. Каталаза является ферментом, 

длительно сохраняющим свою высокую активность, почти не требующим энергии 

активации, ее скорость реакции лимитируется лишь скоростью диффузии 

субстрата к активному центру. В эритроцитах, печени, почках человека и 

животных обнаружено максимальное содержание каталазы [Меньщикова и др., 

1994]. 

 

1.3.6. Старение эритроцитов 

 

Продолжительность жизни эритроцитов человека составляет 80-120 дней, 

тогда как эритроциты лабораторных животных (грызунов) по данным разных 

авторов живут в кровяном русле от 37 до 65 дней [Derelanko, 1987; Lurie, Danon, 

1992]. Обычно в кровотоке присутствуют клетки разного возраста: молодые 

эритроциты – ретикулоциты, представляющие собой безъядерные клетки с 

большим количеством РНК и рибосом, и поэтому еще способны к синтетическим 

процессам. Однако в процессе трансформации ретикулоцита в зрелый эритроцит 

утрачивается способность к синтезу белка, гема, липидов, фосфолипидов, а также 

способность к дыханию в связи с инактивацией флавиновых ферментов и 

цитохромоксидазы, нарушается цикл трикарбоновых кислот [Волкова, Боровков, 

2013]. В норме трансформация ретикулоцитов в зрелые клетки происходит в 

кровотоке в течение суток, и общее содержание молодых клеток в крови не 

превышает 2%, что приблизительно соответствует проценту старых клеток, 
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находящихся в циркуляции. Основное количество клеток представлено зрелыми 

эритроцитами, которые со временем претерпевают значительные 

морфологические и биохимические изменения, лежащие в основе их старения. 

Это приводит, в частности, к снижению объема [Matovcik et al., 1986; Bosman et 

al., 2008], площади поверхности, диаметра клеток, но увеличению плотности и 

толщины эритроцита [Shinozuka, 1994]. Одновременно происходит снижение 

способности мембраны к деформации [Shinozuka, 1994], снижение уровня АТФ 

[Cohen et al., 1976; Shinozuka et al., 1988], 2,3-ДФГ [Bernstein, 1959; Cohen et al., 

1976], глутатиона [Sass et al., 1965]. Происходит повышение концентрации ионов 

натрия в цитоплазме клеток с одновременным снижением концентрации калия 

[Cohen et al., 1976]. В старых эритроцитах активность внутриклеточных 

ферментов, таких как Г6ФДГ [Sass et al., 1965; Walls et al., 1975; Shinozuka et al., 

1988], ПК [Gattegno et al., 1976], холинэстераза [Gattegno et al., 1976; Choy et al., 

1979], аспартатаминотрансфераза [Sass et al., 1965; Seaman et al., 1977], 

значительно ниже, чем в молодых. Показано, что при старении эритроцитов 

происходит увеличение количества метгемоглобина, сопровождающееся 

снижением активности цитохром b5-редуктазы и ее кофактора, цитохрома b5 

[Takeshita et al., 1983]. Старые клетки таже характеризуются сниженной 

устойчивостью к окислительному стрессу [Glass, Gershon, 1984; Shinozuka, 1994], 

в основе которого может лежать сниженная активность антиокислительных 

ферментов, в том числе глутатионтрансферазы, участвующей в детоксикации 

ксенобиотиков [Fazi et al.,1991].  

Таким образом, старение эритроцитов связано с нарушениями во всех 

звеньях метаболизма (энергетический обмен, антиоксидантный статус, 

транспортная система) [Белевич и др., 2014], что приводит в конечном итоге к 

гибели клеток, то есть к эриптозу [Lang et al., 2005]. Считается, что эриптоз может 

инициироваться нарушенным гомеостазом кальция, связанным с его усиленным 

транспортом в клетку [Lang et al., 2002, 2003]. Увеличение концентрации 

цитозольного Cа2+ активирует скрамблазу, регулирующую нормальное 

распределение фосфолипидов в клеточной мембране (рис.6). Это приводит к 
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инверсии фосфатидилсерина с внутренней поверхности мембраны на внешнюю. 

Нарушение асимметрии, вызванное скрамблазой, может быть усилено церамидом, 

который образуется из сфингомиелина под действием сфингомиелиназы [Lang et 

al., 2005]. Инверсия фосфатидилсерина на внешнюю поверхность мембраны 

является сигналом для макрофагов, которые имеют рецепторы к 

фосфатидилсерину и связывают эритроциты при помощи лиганд-рецепторного 

взаимодействия [Boas et al., 1998] и удаляются для разрушения в селезенке, 

печени и костном мозге [Seaman et al., 1977; Косенко, 2014].  

Таким образом, в нормальных условиях старые клетки в основном не 

разрушаются в кровяном русле, а распознаются макрофагами и удаляются из 

кровотока.  

 

 
Рисунок 6. Механизмы, участвующие в запрограммированной гибели эритроцитов. АФК – 

активные формы кислорода; НКК – неселективный катионный канал; БП 3 – белок полосы 3; 

GPA – гликофорин А; ФС – фосфатидилсерин; Hb – гемоглобин; MetHb – метгемоглобин 

[Белевич и др., 2014]. 
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1.3.7. Эритроциты и болезнь Альцгеймера 

 

Известно, что в 97-100% случаях БА сопровождается церебральной 

амилоидной ангиопатией (ЦАА) [Jellinger, 2010], которая представляет собой 

заболевание сосудов мозга вследствие накопления в них амилоидных пептидов 

[Coria et al., 1988]. Это заболевание чаще всего встречается в пожилом возрасте и 

является причиной рецидивирующих кровоизлияний в мозг и когнитивных 

нарушений [Фатеева и др., 2013]. Аβ, в основном Аβ1-40, обнаруживаются в 

лептоменингеальных и корковых артериях, артериолах, венах, венулах и 

капиллярах [Thal et al., 2002; Weller et al., 2009], а также в кровеносных сосудах, 

снабжающих кровью гиппокамп [Masuda et al., 1988]. При этом его локальная 

концентрация в сосудах может достигать 150 мкмоль/л [Shinkai et al., 1995]. 

Поскольку Аβ локализуются в разных структурах сосудов [Wisniewski, Wegiel, 

1994], они могут соприкасаться с клетками (миоциты, перициты), образующими 

гемато-энцефалический барьер (рис. 7), и вызывать их повреждение [Vonsattel et 

al., 1991; Dalkara et al., 2011]. Это может приводить к разрыву сосудов, 

кровоизлиянию [Thanvi, Robinson, 2006], разрушению эритроцитов, отеку мозга 

[Xi et al., 2006], локальной гибели нервных клеток и повреждению памяти [Pfeifer 

et al., 2002]. Однако, несмотря на то, что ЦАА наблюдается почти у всех 

пациентов с БА, кровоизлияние в мозге обнаруживается лишь в 20-25% случаев 

[Urbach, 2011]. Это свидетельствует о том, что, помимо разрушения сосудов с 

последующим выходом их содержимого в мозг, гибель нейронов могут вызывать 

и другие факторы. Например, значительное накопление Аβ в сосудах мозга может 

стать причиной их окклюзии, вызывая нарушение кровотока и снабжения мозга 

кислородом и глюкозой [de la Torre, Stefano, 2000], что в конечном итоге приведет 

к дегенерации нейронов и нарушению когнитивных функций [Thal et al., 2008, 

2009]. 
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Рисунок 7. Накопление амилоидных пептидов в разных клеточных структурах сосудов 

мозга. 

 

Другим повреждающим фактором может служить постоянное 

взаимодействие Аβ с клетками крови, в частности, с эритроцитами (рис. 7), что 

может приводить к их адгезии к эндотелиальным клеткам [Nakagawa et al., 2011], 

а также к повреждению и лизису [Kuo et al., 2000; Косенко и др., 2008]. 

Многочисленные исследования показали, что при БА происходит увеличение 

объема эритроцитов [Chang et al., 2007], появляются эритроциты удлиненной 

формы [Mohanty et al., 2008], повышается их способность к агрегации клеток, 

снижается способность к деформации [Chang et al., 2007], происходят изменения 

в структурных белках мембран [Bosman et al., 1991б], а также снижается 

эффективность транспорта кислорода [Chang et al., 2007]. В связи с тем, что 

изменение морфологических признаков эритроцитов наблюдается in vitro при их 

инкубации с Аβ [Соломадин и др., 2008, Mohanty et al., 2008], мы предположили, 

что одним из главных факторов, инициирующим не только изменение 

морфологических признаков эритроцитов, но и их ускоренное старение и гибель 

прямо в кровяном русле при БА, являются Аβ, которые локализованы в сосудах 

мозга у подавляющего большинства пациентов с БА [Esiri, Wilcock, 1986; Attems, 

2005]. Эти данные подтверждаются накоплением значительных количеств 
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свободного гемоглобина и продуктов его распада в мозге пациентов с БА [Wu et 

al., 2004; Perry et al., 2008]. Последствия лизиса эритроцитов для мозга хорошо 

изучены на животных [Xi et al., 1998]. Показано, что появление в мозге 

свободного гемоглобина приводит к быстрому разрушению гемато-

энцефалического барьера, фрагментации ДНК, усилению перекисного окисления 

липидов и глобальному окислительному стрессу, развитию воспалительного 

процесса, сужению сосудов, гипоперфузии, атрофии мозга [Alexander, LoVerme, 

1980; Werring et al., 2004; Wang, Doré, 2007], нарушению памяти и смерти 

[Hackett, Anderson, 2000]. 

Механизм повреждения эритроцитов при контакте с амилоидными 

пептидами неизвестен. Однако, как уже было сказано, популяция эритроцитов 

гетерогенна и факт о том, что наименьшая устойчивость к гемолитическим 

агентам старых клеток in vivo связана со сниженной скоростью метаболических, 

энергетических путей, хорошо известен [Bonsignore et al., 1964; Shinozuka et al., 

1994]. Поскольку пропорция старых клеток в крови пациентов при БА увеличена 

[Bosman et al., 1991б; Bosman et al., 1998], представляется интересным выяснить, 

будут ли старые клетки, которые характеризуются сниженной метаболической 

активностью, проявлять большую чувствительность к цитотоксическому 

действию амилоида.  
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Глава 2. Материалы и методы 

 

2.1. Реактивы 

 

В работе были использованы следующие реактивы: НАД+, НАДН, НАДФ+, 

АТФ, АДФ, ПК, ЛДГ, Г6ФДГ, набор для определения концентрации 2,3-ДФГ – 

фирмы Roche (Австрия); Tris – фирмы Serva (Германия); ксантиноксидаза, 

каталаза, глутатионредуктаза, ксантин, п-нитротетразолиевый синий, глутатион 

восстановленный, глутатион окисленный, пируват натрия, карбонат натрия, 

глюкоза, НАДФН, α-целлюлоза, гемикристаллинцеллюлоза тип 50, сапонин, 

ЭГТА, ЭДТА, ФМСФ, ТЭА, CDNB, фосфоенолпируват, фруктозо-6-фосфат 

натрия, глюкозо-6-фосфат, малеимид, цистеин, глицеральдегид-3-фосфат, 

гистидин, оуабаин, Аβ25-35, Аβ35-25 – фирмы Sigma (США); Percoll – Pharmacia Fine 

Chemicals (Швеция). Все остальные реагенты были отечественного производства 

квалификации особо чистые и химически чистые. 

 

2.2. Животные 

 

Эксперименты на животных были выполнены с соблюдением правил 

гуманного обращения с животными (Директива 86/609/EEC и обновленная 

Директива 2010/63/EU Cовета Евpопейcкого Cоюза). В работе использовались 

самцы крыс линии Вистар массой 240 - 260 г, выращенные в питомнике-виварии 

Института теоретической и экспериментальной биофизики РАН г. Пущино. 

Условия содержания были стандартными. 

 

2.3. Выделение и очистка эритроцитов крысы 

 

Для получения суспензии очищенных эритроцитов использовали 

смешанную кровь самцов крысы линии Вистар, полученную при декапитации. В 

качестве антикоагулянта применяли 130 мМ 3Na-цитрат (рН 7,4). Для удаления 
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лейкоцитов и тромбоцитов кровь пропускали через колонку, заполненную α-

целлюлозой и гемикристаллинцеллюлозой тип 50 в соотношении 1:1 и 

уравновешенную 0,9% NaCl [Beutler et al., 1977]. Кровь элюировали раствором, 

содержащим 10 мМ КН2РО4, рН 7,4; 150 мМ NaCl. Процедуру проводили при 

комнатной температуре. Элюат собирали в охлажденную центрифужную 

пробирку, содержащую 10 мМ КН2РО4, рН 7,4; 150 мМ NaCl, 10 мМ К-ЭДТА в 

соотношении 1:5. Дальнейшие процедуры проводили при +4ºС. Эритроциты 

осаждали центрифугированием в течение 10 мин при 1000g. Плазму удаляли, 

осадок эритроцитов трижды промывали раствором, состоящим из 10 мМ КН2РО4, 

рН 7,4; 150 мМ NaCl, 0,05 мМ К-ЭДТА, 0,2 мМ фенилметилсульфонилфторида 

(ФМСФ)/C2H5OH [Косенко и др., 2009]. После третьего промывания осадок 

использовали для разделения клеток в градиенте перколла. 

 

2.4. Разделение эритроцитов крысы по фракциям в градиенте перколла  

 

Осадок эритроцитов после промывания ресуспендировали в Percoll-буфере 

(114 мМ NaCl, 76% Percoll, 0,5% глюкоза, 10 мМ KH2PO4, 0,5 мМ K-ЭДТА, 0,2 

мМ ФМСФ/C2H5OH, рН 7,4) до гематокрита 15% (на 1 мл эритроцитов 4,3 мл 

Percoll-буфера) [Lutz et al., 1992]. Суспензию эритроцитов центрифугировали в 

течение 20 мин при 33000 g, +4˚С. После центрифугирования собирали три 

фракции эритроцитов: верхнюю – молодые эритроциты, среднюю (основной 

объем клеток) и нижнюю – старые клетки. Каждую фракцию трижды промывали 

раствором, содержащим 10 мМ KH2PO4, рН 7,4, 140 мМ NaCl, 5мМ KCl, 2,8 мМ 

глюкозу, 0,5 мМ K-ЭДТА (10 мин, +4˚С, 1000 g, 1500 g, 2000 g) и суспендировали 

в этом растворе в соотношении 1:5. 

Для определения активности ферментов по фосфату эритроциты промывали 

буферными растворами, в которых 10 мМ KH2PO4 заменяли на 10 мМ Трис-НСl. 

Для сохранения осмолярности концентрацию NaCl увеличивали до 150 мМ. 
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2.5. Подсчет количества клеток 

 

Подсчет количества клеток проводили в камере Горяева. Суспензию 

эритроцитов разводили в 200 раз 3% NaCl, считали количество клеток в 5 

больших квадратах по диагонали, полученное число умножали на 10000 – это 

количество клеток в 1 мм3 суспензии. Количество клеток в отмытом осадке 

эритроцитов находилось в пределах (9 – 12) x 106 клеток в 1 мкл. Подсчет 

количества клеток проводили одновременно с помощью прибора BECKMAN 

COULTER ACT8. 

 

2.6. Определение концентрации гемоглобина 

 

Концентрацию гемоглобина в суспензии эритроцитов определяли с 

помощью прибора BECKMAN COULTER ACT8. 

 

2.7. Агрегирование коммерческого препарата β-амилоидного пептида, 

фрагмент 25-35 

 

Коммерческий Аβ25-35 растворяли в воде для инъекций до конечной 

концентрации 1,5 ммоль/л, с последующим разведением до концентрации 0,3 

ммоль/л. О степени агрегации Аβ25-35 судили по появлению характерного пика в 

спектре флуоресценции тиофлавина Т при 490 нм [LeVine, 1993]. Для 

стандартизации метода Аβ25-35 инкубировали в течение 2 часов при 37°С в 

шейкере (ELMI-ST3) при постоянном перемешивании (200 об/мин). 

 

2.8. Инкубация эритроцитов крысы с β-амилодным пептидом 

 

Эритроциты крысы в концентрации 15x107 клеток в 1 мл инкубировались в 

течение разного времени (от 5 до 240 мин) при разной температуре (4; 25 и 37°С) 

в среде, содержащей 140 мМ NaCl, 5 мМ КCl, 10 мМ КН2РО4, рН 7,4. Для 
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определения активности ферментов по фосфату эритроциты инкубировали в 

среде, содержащей 150 мМ NaCl, 5 мМ КCl, 10 мМ Трис-HCl, рН 7,4. Опытная 

проба содержала Aβ25-35 в конечной концентрации 5, 10, 25, 50 мкмоль/л. 

Контрольная проба – нетоксичный фрагмент Aβ35-25 в той же концентрации. После 

инкубации эритроциты осаждали при 300g (5 мин, +4°С). Полученный осадок 

эритроцитов лизировали, и в лизате определяли активность ферментов, или 

экстрагировали для определения концентрации метаболитов, а супернатант 

использовали для определения степени лизиса эритроцитов под действием Aβ25-35. 

Степень лизиса эритроцитов определяли спектрофотометрически при 540 нм и 

выражали в процентах. За 100% было принято поглощение гемоглобина, 

высвободившегося из такого же количества клеток при их лизисе в воде. 

 

2.9. Пациенты, отбор крови, получение эритроцитов 

 

Исследования были проведены совместно с Больницей Пущинского 

научного центра (БПНЦ РАН). В исследовании принимали участие 40 человек. 

Они были разделены на 3 группы: пациенты с диагнозом БА (12 человек, средний 

возраст – 75±2,6) и группы контроля: «молодой контроль» – 14 человек возрастом 

от 25 до 45 лет и «пожилой контроль» – 14 человек, по возрасту соответствующие 

больным. Испытуемые контрольных групп в момент обследования не принимали 

никакие лекарственные препараты и были здоровы. Диагноз «Болезнь 

Альцгеймера» был верифицирован на БМСЭ (бюро медико-социальной 

экспертизы) психоневрологического диспансера города Серпухов с 

использованием стандартных критериев, разработанных мировым сообществом 

ученых и врачей [McKhann et al., 1984, 2011]. Отбор пациентов осуществлялся на 

основе нормального индекса массы тела (норма – от 20 до 25 кг/м2) и анализа 

крови, показатели которой находились в пределах нормы. Показатель СОЭ 

варьировал в каждой группе от 2 до 20 мм/ч, то есть находился в пределах нормы. 

Концентрация С-реактивного белка (белок острой фазы воспаления) в плазме 

крови пациентов с БА изменялась в широких пределах, но не выходила за 
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пределы нормы (< 8мг/л), что свидетельствовало об отсутствии воспалительных 

процессов у испытуемых. Пациенты, имеющие хронические системные и другие 

неврологические заболевания, из исследования были исключены. Люди 

контрольных групп, пациенты или их родственники давали письменное согласие 

на использование крови для проведения клинического и биохимического 

анализов.  

Отбор крови производили в БПНЦ РАН. Венозную кровь отбирали натощак 

в специальную пробирку, содержащую 130 мМ Na3-цитрат (рН 7,4). Пробы 

переносили при +4°С. Дальнейшая обработка крови проводилась в Лаборатории 

метаболического моделирования и биоинформатики.  

Для удаления лейкоцитов и тромбоцитов кровь пропускали через колонку, 

заполненную α-целлюлозой и гемикристаллинцеллюлозой тип 50 в соотношении 

1:1 и уравновешенную 0,9% NaCl. Кровь элюировали 0,9% NaCl. Процедуру 

проводили при комнатной температуре. Элюат собирали в охлажденную 

центрифужную пробирку, содержащую небольшое количество 0,9% NaCl. 

Дальнейшие процедуры проводили при +4ºС. Эритроциты осаждали 

центрифугированием в течение 10 мин при 1000g. Плазму удаляли, осадок 

эритроцитов трижды промывали раствором, состоящим из 10 мМ КН2РО4, рН 7,4; 

3,5 мМ КСl; 1,5 мМ MgCl2; 145 мМ NaCl и 6 мМ глюкозы и суспендировали в 

этой же среде в соотношении 1:5 [Косенко и др., 2009]. Процедуры приготовления 

лизатов и экстрактов и методы измерения активности ферментов и концентрации 

метаболитов были идентичны тем, которые использовались при работе с 

эритроцитами крысы. 

 

2.10. Получение лизатов эритроцитов для определения активности 

ферментов 

 

Эритроциты лизировали смесью гипоосмотического буфера (50 мМ ТЭА, 

рН 7,4/0,15 мМ К-ЭГТА, 3 мМ β-меркаптоэтанол), содержащего 0,2% сапонин и 
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воду, в объемном соотношении 1:0,7:0,3:1. Лизаты эритроцитов использовали для 

определения активности ферментов. 

 

2.11. Получение экстрактов эритроцитов 

 

Отмытые, несуспендированные эритроциты смешивали с холодной смесью 

(-20˚С) 6%HClO4/40%C2H5OH в соотношении 1:10. Центрифугировали 5 мин при 

температуре +4˚С при 10000g. Осадок удаляли, рН супернатанта доводили до 5-6, 

используя 30% КОН и сухой КНСО3, и центрифугировали при тех же режимах 

для удаления осадка перхлората калия. Прозрачный супернатант использовали 

для определения концентрации метаболитов. 

 

2.12. Получение мембран эритроцитов 

 

Мембраны эритроцитов людей получали по методу Стека [Steck et al., 

1974]. Осадок несуспендированных эритроцитов лизировали 40-кратным объемом 

охлажденного 5 мМ Na-фосфатного буфера (NaH2PO4 и Na2HPO4), рН 8,0 

(лизирующий буфер) и выдерживали 10-15 мин во льду. Лизаты 

центрифугировали при 20000g (30 минут, +4°С). Осадок многократно промывали 

лизирующим буфером до получения мембран белого цвета. Очищенные 

мембраны суспендировали в небольшом объеме лизирующего буфера, который 

содержал ингибиторы протеаз (1 μМ апротинин, 0,5 мМ ФМСФ, 0,25 мМ ЭДТА-

К+, 1 мМ ДТТ, 10 мкМ леупептин и 1,5 мкМ пепстатин) и хранили при -20°С. 

Концентрацию белка в полученных пробах измеряли методом Лоури [Lowry 

et al., 1951]. 

 

2.13. Определение активности ферментов 

 

Активность супероксиддисмутазы (СОД, КФ 1.15.1.1) определяли 

спектрофотометрически по снижению скорости восстановления красителя п-
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нитротетразолиевого синего (NTB) в ксантин-ксантиноксидазной системе при 550 

нм и 25°С [Beauchamp and Fridovich, 1971; Соломадин, 2012]. Реакции имели 

следующий вид: 

,22 кислотамочеваяООксантин идазаксантинокс     

,22 2222 ООННО СОД     

).()( 2 фиолетовыйформазанОжелтыйNTB  

 

Реакционная смесь объемом 2 мл содержала 50мМ карбонат натрия (pH 

10,2), 0,1 мМ ЭДТА, 62,5 мкM NTB, 20 единиц каталазы, 0,5 мМ ксантин, 150 мкг 

Hb в пробе. Реакцию запускали добавлением 0,03 ед/мл ксантиноксидазы. За 1 

единицу активности принимали количество фермента, которое вызывало 50% 

торможение реакции восстановления NTB. 

 

Активность глутатионпероксидазы (ГПО, КФ 1.11.1.9) определяли 

спектрофотометрически по снижению светопоглощения при 340 нм и 25ºС при 

окислении НАДФН окисленным глутатионом [Lawrence and Burk, 1976]. Реакции 

при определении: 

,22 222 GSSGОНGSHОН ГПО    

.2    НАДФGSHННАДФНGSSG едуктазаглутатионр  

Реакционная среда состояла из буфера, содержащего 50 мМ Na2HPO4, 50 

мМ КН2РО4, рН 7,0, в который добавляли KN3 (конечная концентрация 1 мМ), Na-

ЭДТА (1 мМ), GSH (5 мМ), глутатионредуктазу (0,4 ед/мл); 200 мкМ НАДФН; 

180 мкМ Н2О2. Реакцию запускали добавлением пробы, содержащей 25 мкг 

гемоглобина на 1 мл реакционной смеси. Активность фермента выражали в 

мкмоль/мин•г Hb. 

 

Активность каталазы (КФ 1.11.1.6) определяли по снижению величины 

поглощения при 240 нм в реакции с перекисью водорода [Aebi, 1984, Соломадин, 

2012]:  
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.2222 ООНОН каталаза    

Реакционная смесь содержала фосфатный буфер (50 мМ Na2HPO4, 50 мМ 

КН2РО4, рН 7,0), в который добавляли перекись водорода до конечной 

концентрации 30 мМ. Реакцию запускали добавлением лизата эритроцитов с 

количеством гемоглобина 150 мкг. Измерение проводили при 25ºС. Активность 

фермента выражали в величинах константы скорости реакции первого порядка 

(сек-1/г Hb). 

 

Активность глутатионтрансферазы (ГТ, КФ 2.5.1.18) определяли по 

скорости связывания восстановленного глутатиона (GSH) с 1-хлор-2,4-

динитробензолом (СDNB) при 340 нм [Warholm et al., 1985]. 

HClнилглутатиодинитрофенGSHCDNB ГТ  . 

Измерения проводили при 25°С. Реакционная среда содержала 50мМ 

NaН2РО4, рН 6,5, 1 мМ GSH, 1 мМ Na-ЭДТА, 1 мМ СDNB/C2H5OH. Реакцию 

запускали добавлением пробы (300 мкг гемоглобина). Активность фермента 

выражали в мкмоль/мин•г Hb. 

 

Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ, КФ 1.1.1.49) 

определяли спектрофотометрически по увеличению светопоглощения при 

восстановлении НАДФ+ при 340 нм, 37°С [Beutler, 1971] в среде, содержащей 50 

мМ Tris-HCl, рН 8,0, 10 мМ MgCl2, 5 мМ малеимид, 0,5 мМ Na-ЭДТА, 1 мМ 

НАДФ+.  

   ННАДФНнатфосфоглюкоНАДФфосфатглюкозо ФДГГ 66 6 . 

На 1 мл реакционной смеси добавляли лизат эритроцитов, содержащий 300 

мкг гемоглобина. Реакцию запускали добавлением глюкозо-6-фосфата в конечной 

концентрации 1,5 мМ. Активность фермента выражали в мкмоль/мин•г 

гемоглобина. 
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Активность Na+/K+-АТФ-азы (КФ 3.6.3.9) в лизатах эритроцитов крысы 

определяли по по высвобождению фосфата при оуабаин-чувствительном 

гидролизе АТФ [Baginski et al., 1974; Соломадин, 2012]. Пробы инкубировались 

20 мин при 37ºС в буфере (30 мМ гистидин, рН 7,2, 130 мМ NaCl, 20 мМ KCl, 4 

мМ МgCl2, 3мМ АТФ), содержащем или не содержащем 1 мМ оуабаин. Реакцию 

останавливали добавлением охлажденной трихлоруксусной кислоты, содержащей 

аскорбиновую кислоту, в конечной концентрации 7% и 1,4% соответственно. 

Затем пробы охлаждали и центрифугировали при 3000 g 5 мин при +4ºС. К 

супернатанту в соотношении 1:0,5:1 добавляли 1% молибдат аммония и раствор, 

содержащий 2% арсенит натрия, 2% цитрат натрия, 2% СН3СООН. Через 15 

минут после добавления растворов спектрофотометрически определяли 

количество фосфата, образуемого в единицу времени, по поглощению 

фосфомолибденового комплекса при 700 нм. Активность Na+/K+-АТФ-азы 

рассчитывали по разнице оптической плотности комплекса, измеренной в 

присутствии и в отсутствие оуабаина, и выражали в мкмоль/мин•г Hb. 

Активность Na+/K+-АТФ-азы в мембранах эритроцитов человека 

определяли по количеству АДФ, образуемой в результате гидролиза 

аденозинтрифосфата в сопряженной реакции с ПК и ЛДГ [Nørby, 1988]. Реакции 

имели следующий вид:  

АДФФОНАТФ н
азаАТФKNa    /

2 , 

пируватАТФФЕПАДФ ПК  , 

  НАДлактатННАДНпируват ЛДГ . 

Индикаторной реакцией служила реакция, катализируемая ЛДГ. Степень 

окисления НАДH определяли спектрофотометрически при 340 нм при 37˚С. 

Вначале определялась общая АТФ-азная активность пробы, затем измерение 

повторялось в присутствии оуабаина – ингибитора Na+/K+-АТФ-азы. К буферному 

раствору (30 мМ гистидин, рН 7,2, 130 мМ NaCl, 20 мМ KCl, 4 мМ МgCl2, 3 мМ 

АТФ, 1 мМ ФЕП, 0,2 мМ ЭГТА, 25 мкг/мл ПК и ЛДГ), содержащему или не 

содержащему 1 мМ оуабаин, добавляли НАДН до 70-80% шкалы. Смесь 
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инкубировали 2 минуты в кювете для исключения неспецифического окисления 

НАДН компонентами реакционной смеси. Реакцию запускали добавлением 

мембран эритроцитов (0,05 мг/мл), которые предварительно были 

преинкубированы 2 минуты в сапонине (конечная концентрация 0,02%). 

Активность фермента определяли как разницу между значениями, полученными в 

присутствии и в отсутствие оуабаина. Активность фермента выражали в 

нмоль/мин•мг белка. 

 

Активность гексокиназы (ГК, КФ 2.7.1.1) определяли 

спектрофотометрически по увеличению светопоглощения при 340 нм и 37˚С при 

восстановлении НАДФ [Zammit and Newsholme, 1976]. Реакции имели вид: 

АДФфосфатглюкозоАТФглюкоза ГК  6 , 

   ННАДФНнатфосфоглюкоНАДФфосфатглюкозо ФДГГ 66 6 . 

Реакционная среда состояла из 50 мМ Tрис-HCl буфера, рН 8,0, 

содержащего 10 мМ MgCl2, 1 мМ НАДФ, 2 мМ АТФ, 20 мМ глюкозу и лизат 

эритроцитов (400 мкг Hb/мл среды). Реакцию запускали добавлением Г6ФДГ 

(12,5 мкг/мл). Активность фермента выражали в мкмоль/мин•г Hb. 

 

Активность фосфофруктокиназы (ФФК, КФ 2.7.1.11) измеряли по 

окислению НАДН при 340 нм и температуре 37˚С в реакции, сопряженной с 

лактатдегидрогеназой и пируваткиназой [Ui and Sumi, 1982]:  

АДФдифосфатфруктозоАТФфосфатфруктозо ФФК   6,16 , 

пируватАТФФЕПАДФ ПК  , 

  НАДлактатННАДНпируват ЛДГ
. 

Реакционная смесь объемом 2 мл состояла из буфера, содержащего 70 мМ 

Трис, рН 7,0, в который добавляли 1,4 мМ MgSO4, 4,5 мМ KCl, 0,71 мМ ФЕП, 1,1 

мМ АТФ, 10 мМ меркаптоэтанол, 0,2 мМ НАДН, 8 мкг/мл ЛДГ и ПК. Проба, 

добавляемая в реакционную смесь, содержала 600 мкг гемоглобина. Реакцию 
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запускали добавлением фруктозо-6-фосфата натрия в конечной концентрации 1,8 

мМ. Активность фермента выражали в мкмоль/мин•г Hb. 

 

Активность глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (ГА3ФДГ, КФ 

1.2.1.12) определяли спектрофотометрически по увеличению светопоглощения 

при восстановлении НАД+ при 340 нм, температура определения 37ºС [Steck et al., 

1974]. Реакция: 

   ННАДНцератдифосфоглиФНАДФГА ФДГГА
н 3,13 3 . 

Реакционная смесь обьемом 0,9 мл состояла из буфера, рН 8,4 (25 мМ 

пирофосфат натрия, 0,8 мМ цистеин), 13,3 мМ арсената натрия, 1 мМ НАД+, 1,7 

мМ 3-ФГА (3-фосфоглицериновый альдегид), лизата (75 мкг Hb/мл реакционной 

смеси). Активность фермента выражали в мкмоль/мин•г Hb. 

 

Активность пируваткиназы (ПК, КФ 2.7.1.40) определяли 

спектрофотометрически в сопряженной с лактатдегидрогеназой реакции по 

снижению светопоглощения при окислении НАДН при 340 нм и 37ºС [Staal et al., 

1975]. Реакции при определении:  

пируватАТФФЕПАДФ ПК  ,  

  НАДлактатННАДНпируват ЛДГ . 

Реакционная среда содержала 20 мМ Трис-НCl буфер, рН 7,5, 0,5 мМ Na-

ЭДТА, 100 мМ KCl, 5 мМ MgCl2, 1 мМ β-меркаптоэтанол, ЛДГ (5 мкг/мл), 1 мМ 

НАДН, 5 мМ ФЕП, 1,5 мМ АДФ. Реакцию запускали добавлением лизата 

эритроцитов с количеством гемоглобина 300 мкг. Активность фермента выражали 

в мкмоль/мин•г Hb. 

 

Активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ, КФ 1.1.1.27) определяли по 

снижению поглощения НАДН при 340 нм и 25ºС [Bergmeyer and Bernt, 1974]. 

  НАДлактатННАДНпируват ЛДГ . 

Реакционная среда содержала 50мМ K3PO4, рН 7,4; 1 мМ пирувата натрия, 
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0,2 мМ НАДН. Реакцию запускали добавлением пробы с количеством 

гемоглобина 75 мкг. Активность фермента выражали в мкмоль/мин•г Hb. 

 

Активность 5’-нуклеотидазы (5’-НТ, КФ 3.1.3.5) определяли по 

высвобождению фосфата в лизатах эритроцитов [Baginski et al., 1974]. Пробы 

инкубировали в течение 20 мин при 37ºС в буфере, содержащем 66,5 мМ Трис-

НCl буфер, рН 7,4, 13,3 мМ МgCl2, 2,5 мМ ИМФ. Реакцию останавливали 

добавлением раствора охлажденной трихлоруксусной кислоты, содержащей 

аскорбиновую кислоту, в конечной концентрации 7% и 1,4% соответственно. 

Затем пробы охлаждали и центрифугировали при 3000 g 5 мин при +4ºС. К 

супернатанту в соотношении 1:0,5:1 добавляли 1% молибдат аммония и раствор, 

содержащий 2% арсенит натрия, 2% цитрат натрия, 2% СН3СООН. Количество 

фосфата, образуемого в единицу времени, определяли спектрофотометрически по 

поглощению фосфомолибденового комплекса при 700 нм через 15 минут после 

добавления раствора, содержащего 2% арсенит натрия, 2% цитрат натрия, 2% 

СН3СООН. Активность 5’-НТ выражали в мкмоль/мин•г Hb. 

 

Активность АМФ-дезаминазы (КФ 3.5.4.6) определяли 

спектрофотометрически по снижению поглощения НАДН при 340 нм при 37ºС.  

Реакции при определении: 

32 NHИМФОНАМФ дезаминазаАМФ     , 

ОННАДглутаматННАДНNHаткетоглутар агидрогеназглутаматде
23    . 

Реакционная среда объемом 1 мл содержала 0,2 М КН2РО4 - буфер, рН 7,6, 

100 мМ KCl, 6,5 мМ α-кетоглутарат, глутаматдегидрогеназу (0,1 мкг/мл), 0,16 мМ 

НАДН, 2 мМ АМФ. Реакцию запускали добавлением лизата эритроцитов с 

количеством гемоглобина 500 мкг. Активность фермента выражали в 

мкмоль/мин•г Hb. 

 

Активность аденозиндезаминазы (КФ 3.5.4.4) определяли 

спектрофотометрически по снижению поглощения НАДН при 340 нм при 37ºС.  
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Реакции: 

32 NHинозинОНаденозин заминазааденозинде   , 

ОННАДглутаматННАДНNHаткетоглутар агидрогеназглутаматде
23    . 

 

Реакционная среда объемом 1 мл содержала 0,2 М КН2РО4 - буфер, рН 7,6, 6,5 мМ 

α-кетоглутарат, глутаматдегидрогеназу (0,1 мкг/мл), 0,16 мМ НАДН, 1 мМ 

аденозин. Реакцию запускали добавлением лизата эритроцитов с количеством 

гемоглобина 500 мкг. Активность фермента выражали в мкмоль/мин•г Hb. 

 

Активность аденилаткиназы (АК, КФ 2.7.4.3) определяли 

спектрофотометрически по снижению поглощения НАДН при 340 нм при 37ºС в 

реакции, сопряженной с ПК и ЛДГ.  

 Реакции: 

 АМФАТФАДФ назааденилатки  2 , 

пируватАТФФЕПАДФ ПК  , 

  НАДлактатННАДНпируват ЛДГ . 

Реакционная среда объемом 1 мл содержала 70 мМ Трис-НCl буфер, рН 8,0; 4,5 

мМ KCl, 5 мМ МgCl2, 0,71 мМ ФЕП, 1,1 мМ АТФ, 0,16 мМ НАДН, ПК (8 мкг/мл), 

ЛДГ (8 мкг/мл), лизат эритроцитов (150 мкг Hb). Реакцию запускали добавлением 

АМФ в конечной концентрации 1 мМ. Активность фермента выражали в 

мкмоль/мин•г Hb. 

 

2.14. Определение концентрации метаболитов 

 

Концентрацию глюкозы определяли по увеличению флуоресценции при 

образовании НАДФH (λ=340 нм, 25°С).  Реакционная среда объемом 3 мл 

состояла из 70 мМ Na2НРО4, pH 7,7, 4 мМ MgSO4, 1,6 мМ НАДФ+, 1,6 мМ АТФ, в 

который добавляли экстракт (25 мкл) эритроцитов, Г6ФДГ (23 мкг/мл). Реакцию 

запускали добавлением ГК (24 мкг/мл). 
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Концентрацию АТФ определяли по увеличению флуоресценции при 

образовании НАДФH (λ=340 нм, 25°С) [Trautschold et al., 1985]. Реакционная 

среда объемом 3 мл состояла из 20 мМ Трис-НCl буфера, pH 7,5, содержащего 100 

мМ KCl, 5 мМ MgCl2, 5 мМ глюкозу, 0,3 мМ НАДФ+, экстракт (25 мкл) 

эритроцитов, Г6ФДГ (23 мкг/мл). Реакцию запускали добавлением ГК (24 

мкг/мл). 

 

Концентрацию АДФ и АМФ определяли по снижению флуоресценции 

НАДH (λ=340 нм, 25°С). Реакционная среда объемом 3 мл состояла из 20 мМ 

Трис-НCl буфера pH 7,5, содержащего 100 мМ KCl, 5 мМ MgCl2, в который 

добавляли НАДН до конечной концентрации 2 мкМ, экстракт (50 мкл) 

эритроцитов, 0,1 мМ ФЕП, ЛДГ (50 мкг/мл). Для определения концентрации АДФ 

реакцию запускали добавлением ПК (50 мкг/мл). Для определения концентрации 

АМФ после ПК добавляли миокиназу (50 мкг/мл). 

 

 Концентрацию 2,3-ДФГ определяли с использованием коммерческого 

набора (Roche 10 148 334 001). Реакционная среда содержала 48мМ 

триэтаноламиновый буфер, рН 7,6; 5,2 мМ ЕДТА, 5,3мМ MgCl2, 100 мкМ 

гликолат-2-фосфат, 0,124 мМ НАДН, 0,518 мМ АТФ, 0,26 ед/мл 

фосфоглицератмутазы, 17,4 ед/мл фосфоглицераткиназы, 0,26 ед/мл ГА3ФДГ, 

9,25 ед/мл триозофосфатизомеразы, 2,4 ед/мл глицерол-3-фосфатдегидрогеназы. 

Реакцию запускали добавлением 4 ед/мл фосфоглицератмутазы. Реакцию 

проводили при 340 нм и 25ºС.  

 

Концентрацию пирувата определяли по снижению флуоресценции НАДН 

при 340 нм при 25º С. Реакционная среда объемом 2,3 мл содержала 20 мМ Трис-

НCl буфер, pH 7,5, 4 мкМ НАДН, экстракт (50 мкл) эритроцитов. Реакцию 

запускали добавлением ЛДГ (45 мкг/мл).  
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Концентрацию лактата определяли по увеличению флуоресценции при 

образовании АПАД при 340 нм, 25º С. Реакционная среда объемом 2,5 мл 

состояла из 100 мМ глицина, рН 9,4, 1,2 мМ АПАД, ЛДГ (60 мкг/мл). Реакцию 

запускали добавлением экстракта (100 мкл) эритроцитов. 

 

2.15. Статистическая обработка данных 

 

Статистическую обработку данных проводили с помощью программы 

GraphPad Prizm 5.0. Результаты выражали в виде: среднее значение ± стандартная 

ошибка среднего. Нормальность распределения переменных подтвердили с 

помощью критерия Колмогорова–Смирнова. Различия между группами 

анализировали t-тестом Стьюдента для определения статистической значимости. 
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Глава 3. Результаты и обсуждение. 

 

В экспериментах, проведенных ранее в нашей лаборатории, показано, что β-

амилоидный пептид при инкубации с эритроцитами общей популяции вызывает 

лизис, степень которого зависит от времени инкубации, концентрации Аβ и 

количества эритроцитов [Косенко и др., 2008; Соломадин, 2012]. Однако 

популяция эритроцитов неоднородна, и факт наименьшей устойчивости старых 

эритроцитов к эндогенным и экзогенным патологическим факторам хорошо 

установлен в литературе [Bonsignore et al., 1964]. Известно, что у пациентов с 

болезнью Альцгеймера в крови количество старых эритроцитов увеличено 

[Bosman et al., 1998]. Механизмы ускоренного старения клеток при этом 

заболевании неизвестны, поэтому представляется интересным выяснить, будут ли 

старые клетки проявлять большую чувствительность к цитотоксическому 

действию амилоида.  

Для определения устойчивости эритроцитов разного возраста к 

воздействию амилоидных пептидов первоначально была проведена сравнительная 

характеристика клеток по показателям энергетического обмена и 

антиоксидантной системы. 

 

3.1. Сравнительная характеристика эритроцитов разного возраста 

 

На рис.8 и рис.9 показано, как изменяется активность ГПО, ГТ, СОД, 

каталазы и Г6ФДГ при старении клеток. Видно, что с возрастом эритроцита 

происходит достоверное снижение активности ГПО (на 24,5%), СОД (на 20,7%), 

ГТ (на 31,8%) (рис.8 а,б,в), тогда как активность каталазы (рис.8 г) изменяется 

недостоверно. Старение клеток сопровождается снижением активности и 

фермента пентозофосатного пути Г6ФДГ (на 32,2%) (рис.9). 
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а б 

  

в г 

  
Рисунок 8. Активность СОД (а), ГПО (б), ГТ (в), каталазы (г) в разных возрастных 

фракциях эритроцитов крысы. СОД – супероксиддисмутаза, ГПО – глутатионпероксидаза, 
ГТ – глутатионтрансфераза. Hb – гемоглобин. 
По оси ординат указана активность ферментов. За 1 единицу активности СОД принимали 
количество фермента, которое вызывало 50% торможение реакции восстановления п-
нитротетразолиевого синего. Активность каталазы выражена в сек-1/г Нb. Активность 
остальных ферментов выражена в мкмоль/мин*г Нb. N=16. 

* – р<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,0001 по сравнению с молодыми эритроцитами, 
++ – p<0,001 по сравнению с эритроцитами среднего возраста. 
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Рисунок 9. Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ) в разных возрастных 
фракциях эритроцитов крысы. Hb – гемоглобин. По оси ординат указана активность фермента, 
в мкмоль/мин*г Нb. N=16. 

*** – p<0,0001 по сравнению с молодыми эритроцитами, 
           +++ – p<0,0001 по сравнению с эритроцитами среднего возраста. 

 

Активность ключевых ферментов гликолиза также достоверно снижалась с 

возрастом эритроцитов: ГК на 39%, ФФК на 28%, ПК на 51% (рис.10 а, б, г), тогда 

как активность ГА3ФДГ и ЛДГ (рис.10 в, д) достоверно не изменялась. Кроме 

того, активность Na+/К+-АТФ-азы в старых клетках уменьшалась почти на 70% 

(рис 10 е). 
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а б 

  
в г 

  
д е 

  
Рисунок 10. Активность ГК (а), ФФК (б), ГАФДГ (в), ПК (г), ЛДГ (д), Na+/К+-

АТФазы (е) в разных возрастных фракциях эритроцитов крысы. ГК – гексокиназа, ФФК – 
фосфофруктокиназа, ГАФДГ – глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа, ПК – 
пируваткиназа,  ЛДГ – лактатдегидрогеназа, Hb – гемоглобин. N=16. 
По оси ординат указана активность ферментов, выраженная в мкмоль/мин*г Нb.  

** – p<0,01, *** – p<0,0001 по сравнению с молодыми эритроцитами, 
+ – p<0,05,  +++ – p<0,0001 по сравнению с эритроцитами среднего возраста. 

 
 

Старение эритроцитов сопровождалось значительным уменьшением 

активности ферментов обмена адениннуклеотидов 5’-НТ на 68%, АМФ-
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дезаминазы на 51% и аденозиндезаминазы на 31%, тогда как активность 

аденилаткиназы снижалась недостоверно (рис. 11). 

 

а б 

  

в г 

Рисунок 11. Активность 5’-нуклеотидазы (а), АК (б), аденозиндезаминазы (в), АМФ-
дезаминазы (г) в разных возрастных фракциях эритроцитов крысы. АК – аденилаткиназа, Hb – 
гемоглобин. По оси ординат указана активность ферментов, выраженная в мкмоль/мин*г Нb. 
N=16. 

* – p<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,0001 по сравнению с молодыми эритроцитами.  
 

В соответствии со снижением активности гликолитических ферментов, с 

возрастом эритроцитов происходило достоверное снижение концентрации АТФ 

(на 29%) и увеличение концентрации АДФ (на 48%), что приводило к почти 

двукратному падению отношения АТФ/АДФ, хотя энергетический заряд клетки 

снижался незначительно, но достоверно (рис. 12). Несмотря на то, что 

концентрация АМФ не изменялась, сумма адениннуклеотидов была снижена на 

17 % (рис. 12). 
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а б 

  

в г 

  

д е 

  
Рисунок 12. Концентрация АТФ (а), АДФ (б), АМФ (в), сумма АН (г), отношение АТФ/АДФ 
(д) и энергетический заряд клетки (е) в разных возрастных популяциях эритроцитов крысы. АН 
– адениннуклеотиды. Энергетический заряд (ЭЗ) рассчитывали по уравнению Аткинсона 
ЭЗ=(ATФ+0,5AДФ)/(ATФ+AДФ+AMФ) [Atkinson, 1968]. Концентрация измеряемых 
показателей выражена в мкмоль/л (мкМ). N=16. 
* – p<0,05, *** – p<0,0001 по сравнению с молодыми эритроцитами. 
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Помимо этого, старение клеток сопровождалось значительным снижением 

концентрации метаболита, определяющего сродство гемоглобина к кислороду, 

2,3-ДФГ на 30% (рис. 13).  

 

 
Рисунок 13. Концентрация 2,3-ДФГ (2,3-дифосфоглицерата) в молодых и старых эритроцитах 
крысы. Концентрация выражена в мкмоль/г Нb. Hb – гемоглобин. N=16. 
* – p<0,05 по сравнению с молодыми эритроцитами. 

 

Полученные результаты находятся в соответствии с литературными 

данными, указывающими на то, что для старых эритроцитов характерно 

ослабление энергетического обмена и антиокислительной защиты [Nakao et al., 

1962; Seaman et al., 1980; Glass, Gershon, 1984; Stocchi et al., 1987; Fazi et al., 

1991]. Эти данные были важны для проведения последующих исследований, 

посвященных выявлению эритротоксического действия Аβ25-35, поскольку 

указывали на то, что в эритроцитах разного возраста в момент их контакта с 

амилоидом эндогенные биохимические/энергетические «стартовые условия» 

были различны. 

 

3.2. Аβ-индуцируемый лизис в эритроцитах разного возраста 

 

Ранее было показано, что Аβ25-35 вызывал быстрый лизис общей популяции 

эритроцитов человека in vitro, который значительно усиливался в присутствии 

ингибиторов гликолиза и антиокислительных ферментов [Косенко и др., 2008; 

Соломадин, 2012]. Это указывало на то, что биоактивность и эритротоксичность 
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Аβ25-35 зависит от процессов, происходящих в эритроцитах, в частности, от 

функционирования антиоксидантной и гликолитической систем.  

Для того чтобы определить, могут ли старые эритроциты, обладающие 

сниженной концентрацией АТФ, активностью ферментов гликолиза и 

антиокислительной защиты, в равной степени с молодыми клетками 

противостоять лизирующему действию амилоида, мы инкубировали эритроциты 

разного возраста с разными концентрациями Аβ25-35. На рис. 14 показано, как 

изменяется степень лизиса эритроцитов в зависимости от их возраста и 

концентрации Аβ25-35. 

 

 
Рисунок 14. Зависимость степени лизиса разных возрастных популяций эритроцитов 

крысы от концентрации Aβ25-35. Эритроциты в концентрации 15×107 кл/мл инкубировались в 
течение 30 минут при 25ºС в среде, содержащей 140 мМ NaCl, 10мМ КН2РО4, 5мМ КCl, рН 7,4. 
Контролем служили клетки, инкубированные с нетоксичным Aβ35-25. В связи с тем, что разные 
концентрации Aβ35-25 незначительно и в одинаковой степени влияли на степень лизиса 
эритроцитов разного возраста (менее 4%), на графике была приведена одна кривая для всех 
типов клеток. Степень лизиса эритроцитов определяли спектрофотометрически при 540 нм и 
выражали в процентах. За 100% было принято поглощение гемоглобина, высвободившегося из 
такого же количества клеток при их лизисе в воде. N=16. 

 

Можно видеть, что при инкубации эритроцитов с амилоидом с обратной 

последовательностью аминокислот Аβ35-25 (контроль) клетки были стабильны, 

причем лизис не развивался при более длительной (в течение 2-х часов, не 

показано) инкубации в присутствии всех используемых концентраций 

контрольного амилоида. При добавлении Аβ25-35 в среду инкубации почти сразу 

наблюдался лизис эритроцитов, и хотя степень лизиса клеток зависела от 
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концентрации амилоида, старые клетки оказались наиболее чувствительными к 

его лизирующему действию, чем молодые и клетки среднего возраста. Так, Аβ25-35 

в концентрации 10 мкM и 25 мкМ вызывал лизис 10.85±0.72%  и 26.98±1.47% 

молодых клеток, 14.11±1,48% и 32.81±3.11% клеток среднего возраста и 

18.46±1.68% и 44,05±4.51% старых клеток соответственно. Концентрация Аβ25-35, 

вызывающая 50% лизис клеток, составляла 28, 33 и 48 мкмоль/л для старых, 

средних и молодых эритроцитов. 

Полученные результаты согласуются с нашими ранними результатами, 

полученными на общей популяции эритроцитов человека, и свидетельствуют о 

том, что степень повреждения клеток в присутствии амилоидного пептида, 

приводящая к лизису, зависит от состояния энергетического обмена и 

антиокислительной защиты эритроцитов. 

Известно, что амилоидные пептиды образуют каналы в клеточной мембране 

эритроцита [Mattson et al., 1997]. Кроме того, амилоидные пептиды и 

порообразующие белки имеют структурную гомологию, что дает возможность 

предположить сходный механизм их действия [Yoshiike et al., 2007]. Согласно 

литературным данным, токсичность каналообразующих белков изменяется в 

зависимости от температуры [Rowe, Welch, 1994]. Было обнаружено (рис. 15), что 

инкубация с Аβ25-35 даже при температуре 4ºС вызывает лизис эритроцитов, 

причем степень лизиса старых эритроцитов несколько выше, чем молодых 

эритроцитов (17% и 23% соответственно молодые и старые клетки). С 

повышением температуры происходит дальнейшее усиление гемолиза клеток, 

причем при температуре 37ºС количество лизировавших старых эритроцитов 

почти в 2 раза выше, чем молодых. О том, что лизис вызывался действием Аβ25-35, 

а не собственно температурой, говорит тот факт, что в присутствии контрольного 

амилоида с обратной последовательностью аминокислот Аβ35-25, клетки обоих 

типов были стабильны и почти не лизировали при тех же экспериментальных 

условиях. 
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Рисунок 15. Зависимость степени лизиса молодых и старых эритроцитов крысы от 
температуры в присутствии 25мкМ Aβ25-35. На рисунке представлены результаты типичного 
эксперимента. Остальные условия идентичны тем, которые приводятся в подписи к рисунку 14. 
 

Для того, чтобы обнаружить предлизисные изменения в эритроцитах, 

происходящие при их контакте с Аβ25-35 и, в частности, изменения в обмене 

адениннуклеотидов, глюкозы, и фермента Na+/К+-ATФ-aзы, исследования 

проводились с использованием фиксированной концентрации пептида, равной 

25 мкМ, поскольку при воздействии данной концентрации не происходило 

полного гемолиза клеток. Для предотвращения спонтанного разрушения АТФ в 

клетках независимо от действия амилоидных пептидов инкубацию проводили при 

25°C. 

 

3.3. Влияние Аβ25-35 на активность Na+/К+-АТФ-азы в эритроцитах разного 

возраста 

 

Основным ферментом, обеспечивающим поддержание объема и формы 

клеток, является Na+/К+-АТФ-аза. Как уже было сказано, амилоидный пептид при 

взаимодействии с мембраной эритроцита образует поры/каналы, через которые в 

клетку могут поступать катионы Na+, поэтому было предположено, что в ответ на 

усиленное поступление этого катиона в клетку будет увеличиваться и активность 

Na+/К+-АТФ-азы. Действительно, под воздействием Аβ25-35 активность этого 
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фермента увеличивалась и в молодых, и в старых клетках на 25% и 90% 

соответственно (рис. 16). 

 

 
Рисунок 16. Активность Na+/К+-АТФазы в молодых и старых эритроцитах крысы под 

воздействием 25 мкМ Aβ25-35. Эритроциты в концентрации 15 × 107 кл/мл инкубировались в 
течение 30 минут при 25ºС в среде, содержащей 0,9% NaCl, 10мМ Трис, 5мМ КCl, рН 7,4. 
Контролем служили клетки, инкубированные с Aβ35-25. Активность выражена в мкмоль/мин*г 
Нb. Hb – гемоглобин. N=16. 

* – р<0,05, *** – p<0,0001 по сравнению с контрольными молодыми эритроцитами; 
++ – p<0,01, по сравнению с контрольными старыми эритроцитами. 
 
При этом значительное повышение активности Na+/К+-АТФ-азы в старых 

эритроцитах не достигало уровня, характерного для контрольных молодых 

клеток. 

Хорошо известно, что для работы Na+/К+-АТФ-азы необходима энергия 

АТФ, источником образования которой является глюкоза. Однако было 

обнаружено (рис. 17), что увеличение концентрации глюкозы в инкубационной 

среде до 10 мМ не приводило к дополнительному увеличению активности этого 

фермента в клетках, что свидетельствует о том, что глюкоза в данных 

экспериментальных условиях не лимитирует активность Na+/К+-АТФ-азы.  
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Рисунок 17. Активность Na+,K+-АТФ-азы в молодых и старых эритроцитах крысы под 

воздействием 25 мкМ Aβ25-35. Эритроциты в концентрации 15 × 107 кл/мл инкубировались в 
течение 30 минут при 25ºС в среде, содержащей 0,9% NaCl, 10мМ Трис, 5мМ КCl, 5-10 мМ 
глюкозу, рН 7,4. Контролем служили клетки, инкубированные с нетоксичным Aβ35-25. 
Активность выражена в мкмоль/мин*г Нb. Hb – гемоглобин. N=16. 

** – p<0,01 по сравнению с контрольными молодыми эритроцитами. 
 

По-видимому, одним из основных факторов, лимитирующих активность 

фермента в старых клетках в присутствии амилоида, может быть уменьшение 

количества копий фермента на поверхности мембраны при старении клеток 

[Wiley, Shaller, 1977; Hentschel et al., 1986]. Это дополнительно подтверждается 

более низкой активностью этого фермента в нативных старых клетках. 

Согласно литературным данным, активность Na+/К+-АТФ-азы также зависит 

от присутствия в мембране фосфатидилсерина [Roelofsen, van Deenen, 1973], 

который локализован на внутренней поверхности мембраны. Наличие 

положительного заряда и гидрофобных аминокислот в молекуле Аβ25-35 позволяет 

амилоиду взаимодействовать с отрицательно заряженным фосфатидилсерином и 

его гидрофобными участками [Chang et al., 2011], что может приводить к 

нарушению взаимодействия фосфатидилсерина с Na+/К+-АТФ-азой и в результате 

снижать ее активность. Однако исследования показали, что подобное 

взаимодействие, по-видимому, может возникать только при длительном контакте 

амилоида с мембраной эритроцитов. На рис. 18 показано, как изменяется 

активность Na+/К+-АТФ-азы при инкубации эритроцитов с Аβ25-35 в течение 4 

часов.  
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Рисунок 18. Активность Na+/К+-АТФ-азы в молодых (а) и старых (б) эритроцитах крысы 
под воздействием 25 мкМ Aβ25-35. Эритроциты в концентрации 15 × 107 кл/мл инкубировались в 
течение 30-240 минут при 25ºС в среде, содержащей 0,9% NaCl, 10 мМ Трис, 5мМ КCl, 5 мМ 
глюкозу, рН 7,4. Контролем служили клетки, инкубированные с Aβ35-25. Активность выражена в 
мкмоль/мин*г Нb. Hb – гемоглобин. N=16 

 
Можно видеть, что тенденция к уменьшению активности фермента 

начинает проявляться через 60 мин, тогда как максимальное торможение 

происходит через 4 ч. Это согласуется с литературными данными о том, что 

нарушение структуры мембраны, связанное, в частности, с инверсией 

фосфатидилсерина на внешнюю сторону мембраны, наблюдается только после 

многочасовой инкубации амилоидов с эритроцитами [Nicolay et al., 2007], что 

может приводить к усилению амилоид-индуцированного лизиса эритроцитов. 

Действительно, мы обнаружили, что почти двукратное усиление лизиса 

наблюдается только после 4-часовой инкубации Аβ25-35 с эритроцитами (42% и 

74% для молодых и старых клеток соответственно, рис. 19).  
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Рисунок 19. Степень лизиса молодых и старых эритроцитов крысы при инкубации с 25 мкМ 
Aβ25-35 в течение 4 ч. Эритроциты в концентрации 15 × 107 кл/мл инкубировались при 25ºС  в 
среде, содержащей 140 мМ NaCl, 10мМ КН2РО4, 5мМ КCl, 5 мМ глюкозу, рН 7,4. Контролем 
служили клетки, инкубированные с нетоксичным Aβ35-25. Степень лизиса эритроцитов 
определялась при λ = 540 нм. За 100% было принято поглощение гемоглобина, 
высвободившегося из такого же количества клеток при их лизисе в воде. N=16. 

* – p<0,05, *** – p<0,0001 по сравнению с контрольными молодыми эритроцитами, 
++ – p<0,01, +++ – p<0,0001 по сравнению с контрольными старыми эритроцитами, 
аа – p<0,01 по сравнению с молодыми эритроцитами, инкубированными с Aβ25-35. 
 

Полученные данные свидетельствуют о том, что активность Na+/К+-АТФ-

азы в эритроцитах под действием Aβ25-35 изменяется бифазно. Уменьшение 

активности, которое наблюдается при длительной инкубации эритроцитов с 

амилоидами, может быть связано с нарушением взаимодействия Na+/К+-АТФ-азы 

с фосфатидилсерином [Roelofsen, van Deenen, 1973], что вызывает нарушение 

структуры мембраны и усиление лизиса клеток. 

Таким образом, степень лизиса эритроцитов под действием Aβ25-35 зависит 

от времени его контакта с клетками и от активности Na+/К+-АТФ-азы, 

поддерживающей ионный баланс по обе стороны мембраны и регулирующей 

объем клеток. Это согласуется с данными о том, что при торможении Na+/К+-

АТФ-азы оуабаином степень амилоид-зависимого лизиса эритроцитов 

значительно увеличивается [Соломадин и др., 2008]. 
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3.4. Изменение концентрации адениннуклеотидов под действием Аβ25-35 

 

Основным источником образования АТФ в эритроцитах является 

анаэробный гликолиз. Стационарная концентрация АТФ поддерживается 

балансом между процессами ее образования и процессами ее потребления. Как 

было показано выше, стационарная концентрация АТФ снижается при старении 

клеток. Следует отметить, что в настоящее время имеются единичные данные об 

амилоид-индуцированном изменении концентрации адениннуклеотидов в 

эритроцитах общей популяции [Engström et al., 1995; Соломадин, 2012] , тогда как 

изменение их концентрации в эритроцитах разного возраста вообще в литературе 

не освещено. Поэтому мы изучили, как изменяется концентрация АТФ, АДФ и 

АМФ при инкубации эритроцитов разных возрастных популяций с Aβ25-35. Можно 

видеть (рис. 20), что под воздействием Aβ25-35 происходило снижение 

концентрации АТФ на 31% и 51% в молодых и старых клетках соответственно, 

что сопровождалось повышением концентрации АДФ и АМФ в молодых 

эритроцитах на 41% и 46% и в старых эритроцитах на 29% и 71% соответственно. 

Это приводило к незначительному, но достоверному снижению энергетического 

заряда клеток и резкому снижению отношения АТФ/АДФ. Однако, несмотря на 

значительное увеличение концентрации АДФ и АМФ, сумма адениннуклеотидов 

достоверно уменьшалась на 26% и 32% в молодых и старых клетках 

соответственно.  
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Рисунок 20. Концентрация АТФ (а), АДФ (б), АМФ (в), сумма АН (г), отношение 

АТФ/АДФ (д) и энергетический заряд (е) в молодых и старых эритроцитах крысы под 
воздействием 25 мкМ Aβ25-35. Эритроциты в концентрации 15 × 107 кл/мл инкубировались в 
течение 30 минут при 25ºС в среде, содержащей 0,9% NaCl, 10мМ КН2РО4, 5мМ КCl, рН 7,4. 
Контролем служили клетки, инкубированные с нетоксичным Aβ35-25. АН – адениннуклеотиды. 
Энергетический заряд (ЭЗ) рассчитывали по уравнению Аткинсона 
ЭЗ=(ATФ+0,5AДФ)/(ATФ+AДФ+AMФ) [Atkinson, 1968]. Концентрация всех измеряемых 
показателей выражена в мкмоль/л (мкМ). N=16. 

 * – р<0,05, ** – p<0,01, *** – р<0,0001 по сравнению с контрольными молодыми 
эритроцитами; ++ – p<0,01, +++ – р<0,0001 по сравнению с контрольными старыми 
эритроцитами. 
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Аденилатный энергетический заряд клетки (ЭЗ) – важный индикатор 

метаболического состояния клетки. Его значение находится в пределах от 0, когда 

общий пул нуклеотидов представлен исключительно АМФ, до 1, когда все 

нуклеотиды присутствуют в форме АТФ. Гомеостаз энергетического заряда 

строго контролируется, в норме его значение составляет 0,8 – 0,9. Снижение ЭЗ 

свидетельствует о влиянии негативных факторов, индуцирующих расход энергии, 

направленный на поддержание работы защитных механизмов [Baranowska-

Bosiacka et al., 2004]. Обнаруженное снижение энергетического заряда под 

воздействием Aβ25-35 в клетках обоих типов, но более выраженное в старых 

клетках, свидетельствует о том, что в старых клетках катаболические процессы 

под влиянием Aβ25-35 усиливаются в большей степени. 

В эритроцитах сумма адениннуклеотидов зависит от активности 

аденилаткиназы (АК), которая поддерживает концентрационный баланс между 

АТФ, АДФ и АМФ [Baranowska-Bosiacka et al., 2004]. При энергодефиците 

активность этого фермента увеличивается, что дает возможность поддерживать 

концентрацию АТФ в клетках. Однако активация этой реакции приводит к 

образованию АМФ, который удаляется реакциями, катализируемыми АМФ-

дезаминазой и 5’-нуклеотидазой (5’-НТ), что в свою очередь может приводить к 

снижению энергетического заряда и суммы адениннуклеотидов [Mahnke, Sabina, 

2005]. Чтобы определить вклад вышеупомянутых ферментов в поддержание 

соотношения адениннуклеотидов, мы определили активность АК, 5’-НТ, АМФ-

дезаминазы и аденозиндезаминазы в эритроцитах разного возраста при их 

контакте с Aβ25-35. Однако мы обнаружили, что достоверного изменения 

активности данных ферментов в эритроцитах при их взаимодействии с Aβ25-35 не 

происходит (рис. 21). Это свидетельствует о том, что в данных 

экспериментальных условиях аденилаткиназная реакция играет незначительную 

роль в восстановлении концентрации АТФ. 
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Рисунок 21. Активность АК (а), аденозиндезаминазы (б), 5’-нуклеотидазы (в), АМФ-

дезаминазы (г) в молодых и старых эритроцитах крысы под воздействием 25 мкМ Aβ25-35. 
Эритроциты в концентрации 15 × 107 кл/мл инкубировались в течение 30 минут при 25ºС в 
среде, содержащей 0,9% NaCl, 10мМ КН2РО4, 5мМ КCl, рН 7,4. Контролем служили клетки, 
инкубированные с нетоксичным Aβ35-25. Активность ферментов выражена в мкмоль/мин*г Нb. 
АК – аденилаткиназа, Hb – гемоглобин. N=16. 

* – р<0,05, *** – р<0,0001 по сравнению с контрольными молодыми эритроцитами. 
 

Известно, что от концентрации АТФ зависит форма эритроцитов, и 

уменьшение ее концентрации под воздействием амилоидного пептида может быть 

одной из причин потери клетками дисковидной формы и возникновения 

аномальных шиповидных выростов на мембране [Соломадин и др., 2008]. 

Механизм образования эритроцитов аномальной формы под воздействием 

амилоидных пептидов доподлинно неизвестен. Однако показано, что при 

снижении концентрации АТФ в клетке происходит дефосфорилирование 

полифосфоинозитидов эритроцитарной мембраны, которое нарушает 

взаимодействия между гликофорином и белком полосы 4.1, и способствует 
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появлению шиповидных отростков на мембране [Smith, 1987]. Если происходит 

восстановление концентрации АТФ, полифосфоинозитиды рефосфорилируются и 

клетка принимает нормальную дисковидную форму. Шиповидные выросты также 

могут формироваться при увеличении концентрации кальция в цитоплазме 

эритроцитов [Smith, 1987], что также согласуется с тем фактом, что 

взаимодействие амилоидных пептидов с эритроцитами может приводить к 

увеличению концентрации кальция и увеличению активности Са2+-АТФазы в 

клетках [Engström et al., 1995]. Кальций активирует фосфолипазу С, которая 

расщепляет полифосфоинозитиды. Поскольку эритроциты не могут их 

синтезировать de novo, этот процесс вызывает постоянную потерю 

фосфоинозитола и необратимую в конечном итоге утрату нормальной формы 

эритроцита [Smith, 1987]. 

Кроме того, эритроциты способны выделять в плазму АТФ, которая, 

связываясь с P2Y-рецепторами (подкласс пуринергических рецепторов для АТФ и 

АДФ) на поверхности эндотелиальных клеток и активируя их, вызывает 

образование и высвобождение оксида азота (NO). NO – вазодилататор и 

способствует расслаблению окружающих гладкомышечных клеток. Это приводит 

к увеличению диаметра капилляров и возрастанию кровотока [Wan et al., 2011], 

следовательно, к увеличению снабжения тканей кислородом. Напротив, снижение 

концентрации АТФ затрудняет проникновение эритроцитов в капилляры, что 

может быть одной из причин возникновения гипоксии в тканях.  

Таким образом, обнаруженное нами амилоид-индуцированное снижение 

концентрации АТФ в эритроцитах может приводить к различным патологическим 

последствиям как для самой клетки, так и для организма в целом, и в частности, к 

неадекватному снабжению тканей кислородом. 
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3.5. Влияние Aβ25-35 на активность гликолитических ферментов в 

эритроцитах 

 

Для обнаружения возможной роли отдельных стадий гликолиза в снижении 

концентрации АТФ мы определили активность регуляторных ферментов 

гликолиза в эритроцитах. Данные показаны на рис. 22. Видно, что под 

воздействием Aβ25-35 и в молодых, и в старых эритроцитах происходило снижение 

ФФК на 32% в молодых и на 42% в старых клетках, ПК на 21% и 35% 

соответственно, тогда как активность ГК уменьшалась незначительно, а 

активность ЛДГ, фермента заключительной стадии анаэробного гликолиза, 

достоверно не изменялась.  

Несмотря на то, что механизмы регуляции активности гликолитических 

ферментов хорошо описаны в литературе, в настоящее время не имеется данных о 

том, насколько сильно должна затормозиться активность ферментов, чтобы это 

привело к заметному снижению концентрации АТФ в эритроцитах. Однако наши 

предварительные исследования показали, что под действием Aβ25-35 происходит 

значительное снижение скорости образования лактата в эритроцитах, наиболее 

выраженное в старых клетках. Поэтому можно предполагать, что обнаруженная 

нами степень торможения регуляторных ферментов может вносить определенный 

вклад в снижение концентрации АТФ в эритроцитах, которое мы наблюдали в 

экспериментальных условиях. 
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Рисунок 22. Активность ГК (а), ФФК (б), ПК (в), ЛДГ (г) в молодых и старых 
эритроцитах крысы под воздействием 25 мкМ Aβ25-35. Эритроциты в концентрации 15 × 107 

кл/мл инкубировались в течение 30 минут при 25ºС в среде, содержащей 0,9% NaCl, 10мМ 
КН2РО4, 5мМ КCl, рН 7,4. Контролем служили клетки, инкубированные с нетоксичным Aβ35-25. 
ГК – гексокиназа, ФФК – фосфофруктокиназа, ПК – пируваткиназа, ЛДГ – 
лактатдегидрогеназа. Активность выражена в мкмоль/мин*г Нb. Hb – гемоглобин. N=16. 
* – р<0,05, ** – р<0,01, *** – р<0,0001 по сравнению с контрольными молодыми эритроцитами; 
+ – р<0,01, +++ – р<0,0001  по сравнению с контрольными старыми эритроцитами. 

 
 
 

3.6. Концентрация 2,3-ДФГ в молодых и старых эритроцитах под 

воздействием Aβ25-35 

 

Одним из главных метаболитов в эритроцитах, определяющих сродство 

гемоглобина к кислороду, является 2,3-ДФГ, концентрация которого зависит от 

состояния гликолитической системы [Travis et al., 1978; van Wijk, van Solinge, 

2005]. Поскольку мы обнаружили, что под воздействием Aβ25-35 происходит 
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снижение активности гликолитических ферментов, что могло бы повлиять на 

содержание 2,3-ДФГ, мы проверили, как изменяется концентрация этого 

метаболита под воздействием Aβ25-35 (рис. 23). Было обнаружено, что при 

контакте Aβ25-35  с клетками происходит достоверное уменьшение уровня 2,3-ДФГ 

вне зависимости от возраста клеток, причем уменьшение этого метаболита в 

старых клетках под воздействием Aβ25-35 по отношению к интактным молодым 

эритроцитам достигало почти 50%. Низкая концентрация этого метаболита 

ослабляет способность эритроцитов отдавать кислород, что может приводить к 

тканевой гипоксии [McCully et al., 1999]. Поэтому уменьшение концентрации 

этого метаболита под воздействием амилоидного пептида имеет особое значение 

именно применительно к БА, поскольку гипоксия является характерным 

признаком этого заболевания [Liang et al., 2008; Haxby et al., 1986]. Кроме 2,3-

ДФГ, на сродство гемоглобина к кислороду могут влиять и другие факторы, 

например, рН, концентрация СО2, Сl-, HPO4
2- [Perutz, 1979; Samaja et al., 2003], 

однако взаимосвязь между уровнем 2,3-ДФГ в эритроцитах и возникновением 

тканевой гипоксии установлена при многочисленных заболеваниях [Resnick et al., 

1994; Nakamura et al., 1995; Papassotiriou et al., 1998], в частности, при некоторых 

типах энзимопатий, характеризующихся сниженной активностью 

гликолитических ферментов в эритроцитах [Valentine et al., 1985; McCully et al., 

1999].  
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Рисунок 23. Концентрация 2,3-ДФГ в молодых и старых эритроцитах крысы под 

воздействием 25 мкМ Aβ25-35. Эритроциты в концентрации 15 × 107 кл/мл инкубировались в 
течение 30-240 минут при 25ºС в среде, содержащей 0,9% NaCl, 10мМ КН2РО4, 5мМ КCl, рН 
7,4. Контролем служили клетки, инкубированные с нетоксичным Aβ35-25. 2,3-ДФГ – 2,3-
дифосфоглицерат. Концентрация выражена в мкмоль/г Нb. Hb – гемоглобин. N=16. 

* – р<0,05, ** – р<0,01 по сравнению с контрольными молодыми эритроцитами;  
+ – р<0,05 по сравнению со старыми контрольными эритроцитами. 
 
 

3.7. Активность антиоксидантных ферментов в эритроцитах разного 

возраста под действием Аβ25-35 

 

В связи с тем, что имеется прямая взаимосвязь между активностью 

гликолитической системы и образованием кофакторов, необходимых для 

поддержания активности основных антиокислительных ферментов в клетках, 

следующим этапом нашей работы было выяснение действия Aβ25-35 на систему 

антиоксидантной защиты клеток.  

Было обнаружено (рис. 24), что Aβ25-35 ингибирует основные 

антиокислительные ферменты, причем торможение в основном усиливалось с 

возрастом клеток.  
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Рисунок 24. Активность ГПО (а), ГТ (б), СОД (в), каталазы (г) и Г6ФДГ (д) молодых и 

старых эритроцитах крысы под воздействием 25 мкМ Aβ25-35. Эритроциты в концентрации 15 × 
107 кл/мл инкубировались в течение 30 минут при 25ºС в среде, содержащей 0,9% NaCl, 10мМ 
КН2РО4, 5мМ КCl, рН 7,4. Контролем служили клетки, инкубированные с нетоксичным Aβ35-25.  

ГПО – глутатионпероксидаза, ГТ – глутатионтрансфераза, СОД – супероксиддисмутаза, 
Г6ФДГ – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа. За 1 единицу активности СОД принимали 
количество фермента, которое вызывало 50% торможение реакции восстановления п-
нитротетразолиевого синего. Активность каталазы выражена в сек-1/г Нb. Активность 
остальных ферментов выражена в мкмоль/мин*г Нb. Hb – гемоглобин. N=16. 

 * – р<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,0001 по сравнению с контрольными молодыми 
эритроцитами; 

+ – p<0,05 по сравнению с контрольными старыми эритроцитами. 



74 
 

Так, активность ГПО снижалась на 22% в молодых и на 34% в старых 

эритроцитах, активность ГТ изменялась в равной степени в клетках разных 

популяций, активность СОД уменьшалась на 19% и на 24% в молодых и старых 

клетках соответственно. Наиболее выраженному изменению активности 

подвергалась Г6ФДГ, фермент пентозофосфатного пути (33% в молодых и 38% в 

старых эритроцитах), регулирующий концентрацию НАДФН, участвующего в 

реакциях, катализируемых глутатионредуктазой и ГПО. 

Ранее нами было показано, что эритроциты пациентов с БА 

характеризуются сниженной антиокислительной активностью, что приводило к 

значительному накоплению перекиси водорода и гидроперекисей. Совместно 

наши данные показывают, что в эритроцитах происходят однотипные изменения в 

системе антиокислительной защиты, которые указывают на возможное развитие 

окислительного стресса и под воздействием Aβ25-35 in vitro, и в эритроцитах 

пациентов in vivo. 

Возникновение окислительного стресса в клетках может приводить к 

многочисленным нарушениям в эритроцитах, в частности, к повреждению 

цитоскелета эритроцитов, стабильности мембраны, нарушению способности к 

деформации, инверсии фосфатидилсерина на внешнюю поверхность мембраны 

[Mandal et al., 2002], к старению эритроцитов и их преждевременному удалению 

из кровяного русла [Smith, 1987].  

Действительно, как показывают наши данные, контакт молодых 

эритроцитов с амилоидом даже в течение короткого времени приводит к 

изменениям, характерным для старых клеток. Так, взаимодействие амилоида с 

молодыми клетками вызывает снижение концентрации АТФ до уровня, 

характерного для старых интактных клеток (рис. 20 а). Аналогичным образом 

выравнивается концентрация АДФ (рис. 20 б), сумма адениннуклеотидов (рис. 

20 г), отношение АТФ/АДФ (рис. 20 д), энергетический заряд (рис. 20 е), 

концентрация 2,3ДФГ (рис. 23). Активность ферментов гликолиза и ферментов-

антиоксидантов в молодых эритроцитах под воздействием Aβ25-35 также 

уменьшается до активности, обнаруженной в старых интактных клетках. 
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Например, такое изменение характерно для ФФК (рис. 22 б), ГПО (рис. 24 а), ГТ 

(рис. 24 б), СОД (рис. 24 в) и Г6ФДГ (рис. 24 д).  

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что молодые 

эритроциты при контакте с амилоидом быстро стареют, что определяется по 

степени нарушений показателей энергетического обмена и антиокислительной 

системы, которые становятся соизмеримыми с нарушениями, характерными для 

старых контрольных эритроцитов. 

Эти данные находятся в полном соответствии с известными данными о том, 

что для пациентов с БА характерно ускоренное старение эритроцитов в кровотоке 

[Bosman et al., 1991б]. 

Наши исследования показали также, что эритротоксичность амилоида в 

значительной степени зависит от метаболических / энергетических процессов, 

протекающих в эритроцитах. Нативные старые клетки, характеризующиеся 

сниженной метаболической активностью (уменьшение активности ключевых 

ферментов гликолиза и других метаболических путей, ферментов-

антиоксидантов, снижение суммы адениннуклеотидов, энергетического заряда, 

концентрации 2,3-ДФГ), оказались наиболее чувствительными к токсическому 

действию амилоида. Так, при любых используемых условиях инкубации (разная 

концентрация Aβ25-35, время инкубации, температура) степень лизиса старых 

клеток в 1,5-2 раза была выше, по сравнению с молодыми эритроцитами. При 

этом происходило более выраженное изменение концентрации АТФ (рис. 20 а), 

АМФ (рис. 20 в), суммы адениннуклеотидов (рис. 20 г), активности ФФК (рис. 22 

б), ПК(рис. 22 в), ГПО (рис. 24 а) и других показателей. Учитывая литературные 

данные о том, что наименьшая устойчивость старых клеток in vivo к эндогенным 

патологическим факторам связана со сниженной скоростью метаболических, 

энергетических путей [Bonsignore et al., 1964; Shinozuka et al., 1994], можно 

предположить, что амилоидный пептид является мощным гемолитическим 

агентом для эритроцитов всех популяций, но в большей степени для старых 

клеток. 
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3.8. Изменение некоторых показателей энергетического обмена в 

эритроцитах пациентов с БА 

 

Следующий этап работы был выполнен на эритроцитах пациентов с БА и 

людей контрольных групп. Исследование было проведено совместно с Больницей 

Пущинского Научного Центра РАН (БПНЦ РАН). В таблице 1 представлены 

результаты клинического и биохимического анализов крови пациентов и лиц 

контрольных групп. Можно видеть, что все показатели крови в группе БА не 

отличаются от данных, полученных на крови людей контрольных групп молодого 

(МК) и пожилого (ПК) возраста. Показатели, относящиеся непосредственно к 

эритроцитам: средний объем эритроцитов, средняя концентрация гемоглобина в 

эритроците, СОЭ (не показано), количество эритроцитов, гематокрит, 

концентрация гемоглобина в крови, также не отличались между участниками всех 

исследуемых групп. Эти данные, в основном, совпадают с литературными 

данными [Razay, Wilcock, 1994; Bourdel-Marchasson et al., 2001; Wang et al., 2004; 

Chang et al., 2007] и свидетельствуют о том, что по клиническому и 

биохимическому анализу крови, как правило, сложно выявить достоверные 

отличия между показателями здоровых людьми и пациентов с деменцией.  
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Таблица 1. Клинические и биохимические параметры обследуемых 

людей. Данные были получены в клинико-диагностической лаборатории БПНЦ 

РАН. 

Клинические 

параметры 

«Молодой 

контроль» 

«Пожилой 

контроль» 
Пациенты с БА 

Средний возраст, 

годы 
33,3±3,3 76,8±3,0 75±2,6 

Соотношение полов 

(Ж:М) 
10:4 10:4 7:5 

Индекс массы тела, 

кг/м2 
24,65±1,065 22,39±0,909 21,35±0,906 

Глюкоза, мМ 4,08±0,153 5,14±0,239 4,82±0,270 

Мочевина, мМ 6,23±0,414 6,33±0,461 7,66±0,911 

Креатинин, мкМ 74,4±5,490 81,3±3,432 83,7±6,525 

Общий холестерин, 

мМ 

3,500,24 4,980,60 5,040,39 

Количество 

эритроцитов,1012кл/л 

4,510,07 4,440,22 4,730,21 

Количество 

лейкоцитов, 109 кл/л 

6,731,2 6,430,9 6,720,8 

Гемоглобин, г/л  1423 1397 1479 

Гематокрит, %  40,90,9 41,11,5 42,22,0 

Аспартатамино- 

трансфераза, ед/л 

203 22,44,1 16,23,1 

Аланинамино- 

трансфераза, ед/л  

22,23,4 17,94,7 18,84,7 
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Исследования, проведенные нами на эритроцитах пациентов с БА, 

напротив, позволили выявить неизвестные ранее изменения, характеризующие 

состояние энергетического обмена клеток и ответственные за поддержание их 

функционального состояния. Так, на рисунке 25 показано, как изменяется 

активность регуляторных ферментов гликолиза в эритроцитах человека с 

возрастом и при БА. Видно, что активность ГК, ФФК и ПК достоверно снижается 

при старении человека, но резко возрастает в эритроцитах пациентов того же 

возраста. Причем активность ГК и ФФК превышает значения, характерные для 

эритроцитов молодых людей контрольной группы, что в совокупности 

свидетельствует об ускорении гликолиза. Аналогичным образом изменяется 

активность Na+/К+-АТФ-азы (рис. 25 г). Видно, что по отношению к активности, 

обнаруженной в эритроцитах людей пожилого возраста, у пациентов с БА ее 

активность увеличивается в 2 раза. Характерным признаком БА является наличие 

в кровотоке пациентов эритроцитов с измененной формой [Mohanty et al., 2008, 

2010], и усиление входа Na+ в эритроциты [Diamond et al., 1983]. По-видимому, 

активацию Na+/К+-АТФ-азы и усиление гликолиза, происходящие в эритроцитах 

пациентов, следует рассматривать как адаптивную реакцию, направленную на 

поддержание ионного гомеостаза и предотвращения усиленного входа Na+ и воды 

в клетки [Cumberbatch et al., 1981]. 
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Рисунок 25. Активность ГК (а), ФФК (б), ПК (в) и Na+/К+-АТФ-азы (г) в эритроцитах 
пациентов и людей контрольных групп. Молодые,к – контрольная группа людей молодого 
возраста (33,3±3,3 года), пожилые,к – контрольная группа людей пожилого возраста (76,8±3,0 
лет), БА – пациенты с болезнью Альцгеймера (75±2,6 лет). ГК – гексокиназа, ФФК – 
фосфофруктокиназа, ПК – пируваткиназа. Активность Na+,K+-АТФ-азы выражена в 
нмоль/мин*мг белка, активность остальных ферментов – в мкмоль/мин*г Нb. Нb – гемоглобин. 

* – р<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,0001 по сравнению с молодым контролем; 
+ – p<0,05, +++ – p<0,0001 по сравнению с пожилым контролем. 

 

Однако при активации Na+/К+-АТФ-азы происходит значительное 

потребление АТФ, и усиление гликолиза, обнаруженное в эритроцитах пациентов, 

давало возможность предположить, что превышение расхода АТФ при активации 

Na+/К+-АТФ-азы над его синтезом в эритроцитах пациентов происходить не 

должно. Для проверки этого предположения мы измерили концентрацию АТФ и 

продуктов его гидролиза АДФ, АМФ, а также конечных метаболитов гликолиза, 

лактата и пирувата, в эритроцитах лиц всех обследуемых групп (рис. 26 а-ж).  

 

 



80 
 

а б 

 
 

в г 

  

д е 

  

ж з 

  

Рисунок 26. Концентрация АТФ (а), АДФ (б), АМФ (в), сумма АН (г), энергетический 
заряд (д), концентрация пирувата (е), лактата (ж), 2,3ДФГ (з) в эритроцитах пациентов и людей 
контрольных групп. Молодые,к – контрольная группа людей молодого возраста (33,3±3,3 года), 
пожилые,к – контрольная группа людей пожилого возраста (76,8±3,0 лет), БА – пациенты с 
болезнью Альцгеймера (75±2,6 лет). АН – адениннуклеотиды, 2,3-ДФГ – 2,3-дифосфоглицерат. 
Концентрация АТФ, АДФ, АМФ и сумма АН выражены в нмоль/г Нb, концентрация 2,3-ДФГ – 
в мкмоль/г Нb, концентрация лактата и пирувата – в мкмоль/л. Hb – гемоглобин. 

  * – р<0,05, ** – p<0,01 по сравнению с молодым контролем, 
 + – p<0,05, ++ – p<0,01, +++ – p<0,0001  по сравнению с пожилым контролем. 
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Видно, что эритроциты пожилых людей контрольной группы при сравнении 

с молодым контролем характеризуются достоверно сниженным содержанием 

АТФ (около 30%, р <0,05) и увеличенным содержанием АДФ и АМФ, и что эти 

показатели дополнительно не изменяются при БА. Аналогичным способом 

изменяются суммарное содержание аденинуклеотидов и энергетический заряд, 

что свидетельствует о том, что при естественном старении организма в 

эритроцитах замедляется синтез АТФ (что подтверждается также сниженной 

активностью измеренных ферментов гликолиза и сниженной концентрацией 

пирувата и лактата) и что катаболизм АТФ преобладает над процессом его 

синтеза. Такое же «подавленное» энергетическое состояние в эритроцитах 

сохраняется и при БА, несмотря на значительное усиление гликолиза. 

Полученные данные указывают на то, что хроническое подавление 

энергетического обмена в эритроцитах, характерное для людей пожилого возраста 

создает определенный фактор риска именно для нарушения функциональной 

способности клеток, а адаптационная активация Na+/К+-АТФ-азы в эритроцитах 

пациентов с БА, требующая усиленного образования АТФ, значительно снижает 

«порог» для проявления указанного фактора риска.  

Также было обнаружено, что с возрастом человека в эритроцитах 

происходит снижение концентрации 2,3-ДФГ, одного из главных регуляторов 

сродства гемоглобина к кислороду [Brewer, 1974], а при БА наблюдается 

дополнительное его снижение (рис. 26 з) более чем на 30% по сравнению со 

значением, полученным на эритроцитах молодых людей. 

В совокупности, результаты, полученные на эритроцитах пациентов с БА, 

указывают на то, что хроническое усиление активного транспорта катионов в 

эритроциты [Ronquist, Waldenström, 2003] приводящее к адаптивному ускорению 

Na+/К+-АТФ-азы и последующему усиленному гидролизу АТФ и 2,3-ДФГ может 

увеличивать сродство гемоглобина к кислороду, нарушать адекватное снабжение 

тканей кислородом и быть одним из важных факторов развития гипоксии мозга 

[Aliev et al., 2004], приводящей к гипометаболизму глюкозы и развитию 

деменции.  



82 
 

Заключение 

 

Хотя БА известна уже более 100 лет, до сих пор не существует системы 

ранней диагностики и эффективной терапии, позволяющих предотвратить или 

хотя бы ослабить симптомы этого заболевания. БА рассматривается 

исключительно как нейродегенеративное заболевание, хотя показано, что 

аналогичные патологические изменения происходят и в периферических тканях и 

клетках, в частности, в кровеносных сосудах и эритроцитах [Blass et al., 1985; 

Gibson, Huang, 2002], что указывает на системность этого заболевания [Cattabeni 

et al., 2004]. Механизмы повреждения периферических тканей и клеток 

неизвестны. Однако показано, что при БА амилоиды накапливаются не только в 

мозге, но в сосудах мозга, что приводит к их повреждению (амилоидная 

ангиопатия), сужению и нарушению гемодинамики. Амилоиды, локализованные в 

сосудах, способны контактировать с форменными элементами крови, и особенно 

с эритроцитами [Ravi et al., 2004], и вызывать их лизис, что подтверждается 

накоплением свободного гемоглобина и железа в мозге пациентов с БА [Wu et al., 

2004; Perry et al., 2008]. Последствия лизиса эритроцитов для мозга хорошо 

изучены на животных [Xi et al., 1998]. Показано, что появление в мозге 

свободного гемоглобина приводит к быстрому разрушению гемато-

энцефалического барьера, фрагментации ДНК, усилению перекисного окисления 

липидов и глобальному окислительному стрессу, развитию воспалительного 

процесса, сужению сосудов, гипоперфузии, атрофии мозга [Alexander, LoVerme, 

1980], нарушению памяти и смерти [Hackett, Anderson, 2000]. Учитывая 

вышесказанное, нами было предположено, что именно постоянный контакт 

эритроцитов с амилоидами может вызывать не только изменение и повреждение 

мембранных структур, но и нарушать метаболический/энергетический обмен в 

эритроцитах, лежащий в основе целостности и функциональной способности 

клеток. Такое предположение не противоречит известному патологическому 

следствию амилоидной ангиопатии, связанному с повреждением эндотелия 

[Michaud et al., 2013], миоцитов [Vonsattel et al., 1991], мембран сосудов 
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[Wisniewski et al., 2000], нарушением гемато-энцефалического барьера 

[Wisniewski et al., 1997], окклюзией капилляров, нарушающей кровообращение 

мозга [Thal et al., 2008], и кровоизлиянием в мозг. Напротив, оно указывает на 

возможное существование дополнительных, не учтенных механизмов, 

ограничивающих снабжение мозга кислородом и глюкозой, а, следовательно, 

участвующих в развитии гипоксии и нейродегенеративных процессов, 

характерных для БА [Thal et al., 2009]. В работе показано, что при контакте с 

эритроцитами Aβ вызывает существенное нарушение энергетического обмена и 

антиокислительного статуса в клетках. Как уже говорилось, популяция 

эритроцитов гетерогенна и факт о том, что наименьшая устойчивость к 

гемолитическим агентам старых клеток in vivo связана со сниженной скоростью 

метаболических, энергетических путей, хорошо известен [Bonsignore et al., 1964; 

Shinozuka et al., 1994]. Подобная взаимосвязь между возрастом эритроцитов, их 

сниженной метаболической активностью и отсутствием резистентности к 

эндогенным патологическим факторам имеет особое значение для пациентов с 

БА, для которых характерно ускоренное старение эритроцитов и их лизис прямо в 

кровяном русле [Perry et al., 2008].  

Результаты проведенных исследований показали, что амилоидный пептид 

является мощным гемолитическим агентом для эритроцитов всех популяций, но в 

большей степени для старых клеток, поскольку было обнаружено, что при всех 

испытанных условиях старые эритроциты более восприимчивы к токсическому 

действию Aβ25-35 и лизируют в большей степени, чем молодые. Основным 

ферментом, регулирующим объем эритроцитов, является Na+/К+-ATФ-аза. Мы 

установили, что активность этого фермента под воздействием Aβ25-35 изменяется 

бифазно. В первые минуты инкубации происходит увеличение активности в 

эритроцитах обеих популяций. Однако почти двукратное увеличение активности 

Na+/К+-ATФ-азы в старых клетках не достигало уровня, характерного для 

интактных молодых клеток. Помимо этого, Aβ25-35 вызывал снижение 

концентрации АТФ, в большей степени выраженное в старых клетках. Это, по-

видимому, обусловлено усиленным ее расходом в реакции, катализируемой 
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Na+/К+-ATФ-азой, который не компенсировался вследствие торможения 

регуляторных ферментов гликолиза. При более длительном контакте Aβ25-35 с 

эритроцитами  активность Na+/К+-ATФ-азы падала в эритроцитах обоих типов и 

достигала минимума к четвертому часу инкубации, что сопровождалось 

значительным увеличением степени лизиса клеток.  

Мы обнаружили, что по мере старения эритроцитов происходит 

достоверное снижение концентрации 2,3-ДФГ, одного из главных регуляторов 

сродтва гемоглобина к кислороду, что соответствует сниженному содержанию 

АТФ и сниженной активности гликолитических ферментов, которая 

дополнительно уменьшается под воздействием Aβ25-35. Кроме этого, действие 

Aβ25-35 сопровождалось значительным ингибированием антиокислительных 

ферментов, причем торможение в основном усиливалось с возрастом клеток.  

При сравнении результатов, полученных на эритроцитах крысы in vitro и на 

эритроцитах пациентов с БА, была выявлена однотипность изменений в системе 

антиокислительной защиты и некоторых показателей энергетического обмена, что 

указывает на возможное развитие окислительного стресса и под воздействием 

Aβ25-35 in vitro, и в эритроцитах пациентов in vivo. Это позволяет предположить, 

что подобные изменения в эритроцитах пациентов могут происходить из-за 

взаимодействия клеток с амилоидными пептидами, локализованными в сосудах 

мозга. Быстрое «старение» клеток, которое мы наблюдали под воздействием 

Aβ25-35, характеризующееся подавлением гликолиза и активности ферментов-

антиоксидантов, может лежать в основе ускоренного старения эритроцитов у 

пациентов с БА, а снижение концентрации АТФ и 2,3-ДФГ может вызывать 

существенное нарушение функциональной способности эритроцитов, приводящее 

к неадекватному снабжению тканей кислородом, что характерно для мозга 

пациентов с БА и приводит к торможению аэробного обмена глюкозы [Aliev et al., 

2004]. 

В целом, полученные данные подтверждают известную точку зрения о том, 

что БА является системным заболеванием и свидетельствуют о том, что 

показатели энергетического и антиоксидантного статуса эритроцитов могут 
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служить прижизненными маркерами риска возникновения тканевой гипоксии и 

поэтому должны обязательно изучаться не только в научно-исследовательских 

лабораториях, но и в клинических условиях, и могут создать основу для 

разработки новой стратегии диагностики и терапии. 
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Выводы 

 

1. Степень лизиса эритроцитов обеих популяций зависит от концентрации 

амилоидного пептида 25-35, температуры инкубационной среды и времени 

инкубации. При всех условиях инкубации старые эритроциты более 

восприимчивы к токсическому действию Aβ25-35 и лизируют в большей степени, 

чем молодые. 

2. При контакте Aβ25-35 с эритроцитами in vitro активность Na+/К+-ATФ-азы 

изменяется бифазно. При кратковременном контакте наблюдается увеличение 

активности Na+/К+-ATФ-азы в обеих популяциях клеток, но старые клетки 

характеризуются более выраженным увеличением активности фермента. При 

более длительной инкубации (до 4 часов) активность фермента резко снижается 

почти в равной степени в клетках обоих типов.  

3. Под воздействием Aβ25-35 происходит нарушение энергетического обмена в 

молодых и старых эритроцитах, что выражается в снижении активности 

гликолитических ферментов, уменьшении концентрации АТФ, суммы 

адениннуклеотидов, аденилатного энергетического заряда. 

4. Воздействие Aβ25-35 вызывает снижение концентрации 2,3-ДФГ, в большей 

степени выраженное в старых эритроцитах. 

5. Инкубация Aβ25-35 с эритроцитами приводит к снижению активности 

антиоксидантных ферментов. 

6. Молодые эритроциты под воздействием Aβ25-35 быстро стареют, что 

определяется по степени нарушений показателей энергетического обмена и 

антиокислительной системы. 

 7. В эритроцитах пациентов с БА наблюдается усиленный гликолиз, что 

выявляется по повышению активности регуляторных ферментов и концентрации 

лактата и пирувата, увеличение активности Na+/К+-ATФ-азы и снижение 

концентрации 2,3-ДФГ.  
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