
УДК 612.82+616.001.31+577.112.115
©Коллектив авторов

БОЛЕЗНЬ АЛЬЦГЕЙМЕРА: АМИЛОИД БЕТА И МЕТАБОЛИЗМ ЛИПИДОВ

Н.В. КУДИНОВА1, А.Р. КУДИНОВ1, Т.Т. БЕРЕЗОВ1,2

1Институт Биомедхимии РАМН и 2кафедра биохимии медицинского факультета

Российского Университета Дружбы Народов,
ул. Миклухо-Маклая д. 8, Москва 117198, Россия. Делефон/факс: (095) 434-04-12

Электронная почта: koudin@imb.imb.ac.ru

Главным морфобиохимическим признаком болезни Альцгеймера, синдрома Дауна и
старческого слабоумия является отложение в ткани мозга фибрилл амилоида бета, растворимая
форма которого - нормальный белок организма. Ранее мы докладывали, что растворимый
амилоид бета в плазме крови и спинномозговой жидкости здоровых доноров ассоциирован с
липопротеинами высокой плотности. В данной работе дается обоснование существования
взаимосвязи метаболизма липидов и амилоида бета.
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Болезнь Альцгеймера (БА) актуальная медико-социальная проблема,
распространенность которой достигает размеров эпидемии, отражая рост доли пожилых
людей в современном обществе. Этой болезнью страдают 5-10 % населения в возрасте
старше 65 лет [1] и до 20 % населения в возрасте 80 лет. По данным Гавриловой [2], на
территории бывшего СССР сенильные деменции составляют 7,6 % от всех впервые
зарегистрированных в психоневрологическом диспансере больных позднего возраста.
Известно, что некоторые морфо-биохимические признаки БА характерны и для
нормального старения организма человека [2], поэтому выяснение молекулярных основ
патогенеза этого заболевания позволило бы подойти к решению более общей проблемы
понимания тонких механизмов старения, и прежде всего механизмов старения
высокоорганизованной структуры и функции коры больших полушарий головного мозга
человека.

Наиболее характерными чертами клинической картины БА являются
малозаметное и медленное начало, хроническое прогредиентное течение и исход с
полным распадом психической деятельности. Хотя амнезии отводится первостепенное
место в дебюте заболевания, БА может проявляться и нарушениями речи. На более
поздних стадиях БА почти у всех больных развивается прогрессирующее нарушение
позы, походки и тонуса мышц [3].

Тремя основными морфо-биохимическими признаками БА принято считать:
внутринейрональные отложения фибрилл, так называемые нейро-фибриллярные клубки
(НФК); нейритические (сенильные) бляшки и/или; амилоидоз сосудов мозга,
поражающий сосуды малого и среднего калибра оболочек и коры головного мозга [ 4].

Отложения НФК обнаружены преимущественно в пирамидных нейронах
неокортекса, гиппокампе, амигдале и базальных ядрах [5J. Они построены из закручен-
ных фибрилл фосфорилированного белка tau [6,7|; в норме функция этого белка заклю-
чается в стабилизации микротрубочек. Избыточное фосфорилирование tau при БА ведет к
нарушению процесса его связывания с микротрубочками и к гибели нейронов [8].

Нейритические (сенильные) бляшки представляют собой сферические островки
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повреждения различного размера (от 10 до 200 мкм в диаметре) и обнаруживаются в коре
головного мозга, в частности в ассоциативных районах неокортекса и лимбических
структурах. Типичная "зрелая" бляшка построена из трех основных элементов [9,10]:
центрального амилоидного ядра, дистрофических отростков нейронов и глиальных
клеток. Главным компонентом фибрилл в нейритической бляшке при БА, синдроме
Дауна (СД) и старческом слабоумии (деменции) является белок, с молекулярной массой
~ 4 кДа, получивший название амилоид бета (АЬ) или Ь-пептид [11,12]. Характерной
особенностью структуры АЬ является С- и N-концевая аминокислотная гетерогенность.
Он состоит из 39 - 43 аминокислотных остатков [11,12]. АЬ образуется из
предшественника бета амилоида (ПБА), трансмембранного гликопротеина. ПБА
экспрессируется в нейрональных клетках крыс, быков, обезьян, в культуре клеток
человека HL-60 и HELA [13], п*ервичной культуре гладкомышечных клеток аорты и
кровеносных сосудов оболочек мозга [14], клетках гепатобластомы человека HepG2 [15]
и во многих других животных клетках. Существует около 10 изоформ предшественника
АЬ, четыре из них - 695, 714, 751 и 770 аминокислотных остатков, содержат
последовательность b-амилоида. АЬ занимает часть трансмембранного (с 29 по 39-43
аминокислот АЬ) и внеклеточного доменов (1-28 аминокислот АЬ) ПБА (Рис.,)[16].

А01-28 1 OAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNK Я

A01-4O 1DAEFRHDSGYEVHHQKLVPFAEDVGSNKGAIIGLMVGGW «

Рисунок.
Схематическое представление ПБА, Abl-40. Abl-28 [46].

Ab начинается с позиции 671 предшественника (ПБА 770 аминокислот). Вертикальные линии
схематически представляют клеточную мембрану.

В течение длительного времени считали [17-19], что АЬ синтезируется в
организме только при болезни и является исключительно амилоидогенным и
патологическим. Однако в 1992 году в ряде работ [20-22] были получены доказательства
существования растворимого АЬ (рАЬ), состоящего преимущественно из 40
аминокислотных остатков (Abl-40) [21, 22]. Этот белок был обнаружен в культуральной
среде ряда клеточных линий, в плазме крови и спинномозговой жидкости (СМЖ) как
больных БА, так и здоровых лиц. Это было показано в экспериментах по
иммунопреципитации рАЬ со специфическими антисыворотками и подтверждено метода-
ми определения аминокислотной последовательности белка и масс-спектроскопии. Выяв-
енные физиологические концентрации рАЬ составляют около 1 нг/мл для плазмы крови и
4-20 нг/мл для СМЖ и в случае патологии изменяются незначительно [14, 21, 23].

В литературе выдвинуто предположение, что рАЬ является нормальным белком
организма человека [20. 21]. Однако исследования физико-химических свойств пептида
показали, что АЬ представляет собой чрезвычайно гидрофобную молекулу, склонную к
агрегации и полимеризации [18, 19, 24, 25]. Эти процессы сопровождаются переходом
молекулы в структуру Ь- складчатого слоя, что имеет место в ткани мозга при БА и
нормальном старении организма [24-26]. Закономерно возникает вопрос, что
предотвращает полимеризацию растворимой формы АЬ и удерживает его в нативном
физиологическом состоянии?

В экспериментах т vitro показано, что синтетические пептиды, гомологичные АЬ
легко полимеризуются в воде и в физиологических растворах [24-26]. Эти же пептиды
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полимеризуются и при инкубации с ультрафильтратом спинномозговой жидкости, чего,
однако, не происходит при их инкубации с нативной СМЖ [27]. На основании этого
простого эксперимента было сделано предположение о возможном взаимодействии рАЬ с
макромолекулами СМЖ и/или плазмы, которые и поддерживают его в растворенной
форме [27].

В литературе получены экспериментальные доказательства взаимодействия АЬ с
целым рядом белков в опытах in vitro: al-антихимотрипсином, витронектином, а также с
аполипопротеинами (апо) плазмы крови, в частности с anoJ, апоА-I и апоЕ [28-31]. Эти
данные легли в основу нашей гипотезы о возможности существования взаимодействия
растворимой формы АЬ с липопротеиновыми комплексами. Недавно [32-34] нами было
показано, что рАЬ в плазме крови и СМЖ здоровых доноров ассоциирован с
липопротеинами высокой плотности (ЛПВП), преимущественно с ЛПВПЗ и
липопротеинами очень высокой плотности (ЛПОВП) (Таблица ). Полученные результаты
позволяют рассматривать липопротеины высокой плотности как систему транспорта рАЬ
и дают основание предположить, что ЛПВП играют важную роль в поддержании АЬ в
растворенном состоянии в биологических жидкостях и тканях целостного организма.

Решение этого вопроса нашло отражение в наших последующих работах [35].
Нами были получены экспериментальные доказательства, что в нативных ЛПВП плазмы
крови человека АЬ ассоциирован как с апобелками . в частности с апоА-I, апоА-П, апоЕ
и anoJ, так и с липидными компонентами этих липопротеинов. Более того при
инкубации синтетического пептида АЬ 1 -40 с липидами ЛПВП плазмы крови человека с
увеличением молярного отношения [липид]:[Ь-пептид] отмечалось уменьшение
фибриллогенеза АЫ-40 . Полученные данные позволяют заключить, что липидная фаза
ЛПВП играет критическую роль в поддержании АЬ в растворимом состоянии.

Существование ассоциации рАЬ с ЛПВП, в свою очередь, поднимает важный
вопрос о биологической роли рАЬ в обмене липидов. Опубликованные данные о
нарушении липидного метаболизма при БА придают этому вопросу особую значимость.
Обнаруженное нарушение липидного состава мембран нейрональных клеток в
определенных участках мозга считают одной из возможных причин нейродегенерации
при БА [36]: изменение состава липидов мембран нейронов ведет к дестабилизации
липидного бислоя, что, в свою очередь, приводит к ограничению регенеративной
способности клеток и, в конечном итоге, к их гибели. В этой и ряде других работ [36-39]
были отмечены выраженные аномалии энергетического и фосфолипидного (ФЛ)
метаболизма мозговой ткани у больных БА. Нарушение фосфолипидного метаболизма в
мозге больных БА выражаегся в сниженном уровне фосфатидилхолина и
фосфатидилэтаноламина, также отмечается уменьшение уровня холестерина (ХС) [36]. В
ряде других исследований [38,39] было показано увеличение концентрации
фосфомоноэфиров (ФМЭ) в ткани мозга больных БА по сравнению с контролем.
Известно, что ФМЭ оказывают влияние на синаптическую передачу в некоторых
нейронах и влияют на структуру модельных и клеточных мембран, изменяя упаковку'
фосфолипидных гидрофильных мембранных головок и жирно-кислотных участков
молекул ФЛ [38, 39]. Считается, что такого рода изменения ведут к дисфункции мембран
нейронов, что, в конечном итоге, приводит к нарушению памяти у больных БА [39].
Также было обнаружено [40], что мембраны с нарушенной структурой приводят к
изменению аффинности связывания Д] дофаминового рецептора в мозге больных БА.
Изучение липидного состава ткани мозга больных БА [41 ] показало, что у больных по
сравнению с контрольной группой значительно снижено молярное отношение
[ХС]: [ФЛ], являющееся основной физиологической характеристики текучести мембран,
изменение которого, по мнению авторов, может увеличивать протеолитическое
выщипление АЬ из ПБА и приводить к повышению уровня АЬ в ткани мозга.
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В последнее время в литературе высказывается предположение, что на

метаболизм предшественника АЬ могут оказывать влияние и изменения обмена

холестерина [42, 43]. Исследованию взаимосвязи уровня холестерина плазмы крови и

отложениями фибрилл АЬ в ткани мозга была посвящена одна из недавних работ [44],

где авторы проводили исследование эффекта гиперхолестеринемии на отложения АЬ в

мозге кроликов. Результаты исследования показали, что у лабораторных животных,

находящихся на 2% холестериновой диете, в ткани мозга откладывался АЬ. Эти данные

указывают на определенную связь обмена холестерина и метаболизма АЬ.

Таблица. Экспериментальные доказательства взаимосвязи амилоида бета и липидного

обмена.

Результат

Ассоциация рАЬ с ЛПВП в плазме
крови здоровых людей

Ассоциация рАЬ с ЛПВП спино-
мозговой жидкости здоровых

доноров

Взаимодействие АЬ с
аполипопротеинами липидами в
составе нативных ЛПВП плазмы

крови здоровых доноров

Ингибирование in vitro
фибриллогенеза Abl-40 липидной

фазой ЛПВП

Ингибирование этерификации
холестерина плазмы крови

пептидами Abl-40 и АЫ-28

Ингибирование пептидом АЬ 1 -40
синтеза внутриклеточных липидов
в культуре клеток печени человека

Ссылки

32.34

33. 34

35

35

46

47

Экспериментальный подход

1) перераспределение экзогенного биоти-
нилированного Abl-40 в ЛПВП плазмы
крови здоровых доноров.

2) иммунопреципитация эндогенного рАЬ
анти-Ab антителами из ЛПВП плазмы
крови.

1)иммунохимическое выявление АЬ в
ЛПВП СМЖ .

2)определение аминокислотной последо-
вательности иммунореактивного рАЬ.

3) ультраструктурная визуализация рАЬ на
поверхности ЛПВП СМЖ методом
электронной микроскопии.

4)высокоэффективная жидкостная гель-
фильтрация ЛПВПЗ и ЛПОВП СМЖ с
последующим иммунохимическим выявле-
нием рАЬ в этих частицах.

1) инкубация биотинилированного Abl-40
и с ЛПВП плазмы крови с последующим
иммуноблот анализом.

2) инкубация биотинилированного Abl-40 с
депротеинезированными ЛПВП плазмы
крови, последующей очисткой их обратно-
фазной высокоэффективной жидкостной
хроматографией и иммунохимическим
выявлением пептида.

1) электронномикроскопическая визуализа-
ция фибрилл пептида Abl-40 при инкубации
его с реконструированными депротеинизи-
рованными ЛПВП.

1) оценка влияния пептидов Abl-40 и Abl-
28 на этерификацию холестерина плазмы
крови здоровых доноров колориметри-
ческим методом..

1) синтез липидов различных классов в
присутствии пептида Abl-40 оценивали по
степени встраивания радиоактивного
14

С-ацетата в новосинтезированные
фосфолипиды триацилглицериды. холес-
терин и его эфиры.
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Дополнительным подтверждением этому служат данные о сниженном уровне у больных
БА этерификации холестерина плазмы крови, катализируемой специфическим
ферментом лецитин-холестерин-ацил-трансферазой (ЛХАТ), белковым компонентом
ЛПВП [45] Скорость этерификации холестерина плазмы крови (% этерификации
холестерина за час) была на 16% ниже у больных БА по сравнению с контролем.

Основываясь на этих данных и на обнаруженном нами факте ассоциации АЬ с
ЛПВПЗ и ЛПОВП, мы исследовали влияние синтетических пептидов АЫ-40 и АЫ-28 на
этерификацию холестерина в плазме крови здоровых доноров [46] и обнаружили, что оба
пептида в концентрации >1 нг/мл ингибировали эту реакцию. Возможно, что этот
эффект отражает одну из физиологических функций АЬ - участие в липидном
метаболизме (Табл)

Эта идед получила развитие в следующей нашей работе [47]: в культуре клеток
печени человека HepG2 синтетический пептид АЫ-40 оказывал ингибирующее действие
на синтез внутриклеточных липидов: фосфолипидов. триацилглицеридов, свободного и
этерифицированного холестерина. Ингибирующий эффект достигал насыщения в
диапозоне концентраций пептида от 10 до 100 нг/мл среды. Статистически значимый
ингибирующий эффект АЫ-40 на синтез липидов обнаружен и при низких его
концентрациях 0,5-10 нг/мл среды, соответствующих физиологическим концентрациям
рАЬ [21, 14, 23]. Эти результаты отражают еще одну физиологическую функцию АЬ в
обмене липидов: регуляцию синтеза внутриклеточных липидов (Табл.).

Обнаруженные ингибирующие эффекты амилоида b позволяют сделать вывод о
потенциальной роли этого белка в регуляции обмена липидов. Наряду с этим,
полученные данные об ассоциации рАЬ с липопротеинами высокой плотности дают
основание рассматривать рАЬ в качестве непосредственного участника липидного
метаболизма (Табл. ).

Таким образом, проблема связи между обменом липидов и болезнью
Альцгеймера приобретает возрастающий интерес Однако тонкие молекулярные
механизмы причинно-следственных отношений между нарушениями липидного
метаболизма и отложениями АЬ, составляющими морфобиохимическую основу БА, СД и
старческого слабоумия, еще требуют детального исследования.
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ALZHEIMER'S DISEASE: BETA AMYLOID AND LIPID METABOLISM

N.V. KOUDINOVA1, T.T. BEREZOV1,2, A.R. KOUDINOV1

1Russian Academy of Medical Sciences and Department of Biochemistry; 2School of Medicine, Russian

Peoples Friendship University
Mikluho-Maklay St. 8. Moscow 117198, Russia. Tel/fax:(095) 4344)412.

E. mail: koudin@imb.imb.ac.ru

Amyloid deposits found in brains of Al/heimer's disease. Down's syndrome and normal aged
individuals are composed mainly of aggregated amyloid beta (Ab). soluble form which is a normal
protein. We previously reported that soluble Ab (sAb) in normal human plasma and cerebrospinal
fluid is complexed to high density lipoprotcin (HDL) Consequences of sAb association with the
HDL and Ab involvement in the lipid turno\ cr are discussed herein.

Key Words: Alzheimers disease, amyloid beta, lipids, lipoproteins.
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