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Изменение соотношения форм белка-предшественника 
-амилоида (АРР) в тромбоцитах при шизофрении 

по сравнению с контрольной группой
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Резюме
Обоснование: белок-предшественник -амилоида (АРР) и его протеолитические фрагменты выполняют важные физи-

ологические функции в нервной системе. Данные литературы свидетельствуют о том, что метаболизм АРР при шизофрении 
может быть нарушен. Цель исследования: сравнение концентрации различных форм АРР в тромбоцитах крови больных 
шизофренией и в контрольной группе. Материал и методы: исследованы тромбоциты больных параноидной шизофренией 
(F20.0; n = 14; возраст 19–35 лет) и контрольной группы (n = 14; возраст 20–36 лет). Взятие крови у больных проводилось 
до начала курса антипсихотической терапии. Для оценки концентрации форм АРР был использован метод иммуноблоттинга 
с хемилюминесцентным усилением сигнала (ECL). Оценивали интенсивность засветки зон, соответствующих 130 кДа (зона 1), 
110 кДа (зона 2) и 100 кДа (зона 3), а также рассчитывали отношение интенсивностей: {зона 1/(зоны 2 + 3)}. Результаты: 
в группе больных шизофренией интенсивность засветки зоны 1 достоверно снижена относительно контроля (p = 0,0001), ее 
доля составляет 9,7% всех детектируемых форм АРР (против 29,2% в контроле). Отношение интенсивности засветки зоны 
1 к суммарной интенсивности засветки зоны 2 и 3 {зона 1/(зоны 2 + 3)} также достоверно снижено по сравнению с кон-
тролем (p = 0,00003). У больных наблюдались достоверные обратные корреляции интенсивности засветки зоны 1, зоны 2 
и отношения {зона 1/(зоны 2 + 3)} с возрастом: R = –0,68, p = 0,007, R = –0,77, p = 0,001, R = –0,55, p = 0,04 соответственно, 
но эти связи отсутствовали в группе контроля. Обнаружена отрицательная корреляция отношения интенсивности засветки 
{зона 1/(зоны 2 + 3)} с баллами по «подшкале» PANSS общей психопатологии (PANSSpsy): R = –0,57, p = 0,035. Заключение: 
в тромбоцитах больных шизофренией снижено количество отдельных форм APP и изменено их соотношение. Учитывая 
регуляторную активность фрагментов АРР в нервной системе и обнаруженные изменения метаболизма АРР, необходимо 
проведение дальнейших исследований по изучению роли АРР при шизофрении.

Ключевые слова: белок-предшественник -амилоида; тромбоциты; шизофрения.
Для цитирования: Терешкина Е.Б., Бокша И.С., Прохорова Т.А., Савушкина О.К., Бурбаева Г.Ш., Морозова М.А., Мукаето-

ва-Ладинска Е.Б. Изменение соотношения форм белка-предшественника -амилоида (АРР) в тромбоцитах при шизофрении 
по сравнению с контрольной группой. Психиатрия. 2019;17(4):74–80. https://doi.org/10.30629/2618- 6667- 2019 -17- 4-74-80.

Конфликт интересов отсутствует

Change in Ratio of Platelet Beta-Amyloid Precursor Protein (APP) 
Forms in Schizophrenia Compared with Control Group

Tereshkina E.B.1, Boksha I.S.1,2, Prokhorova T.A.1, Savushkina O.K.1, Burbaeva G.Sh.1, Morozova M.A.1, Mukaetova-Ladinska E.B.3

1 FSBSI «Mental Health Research Centre», Moscow, Russia
2 N.F. Gamaleya National Research Center of Epidemiology and Microbiology, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, Russia
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Summary
Background: -amyloid precursor protein (APP) and its proteolytic fragments have important physiological functions in 

nervous system. Literature data suggests that APP metabolism may be impaired in schizophrenia. Aim of study: to compare 
concentration of platelet APP forms in patients with schizophrenia and in control group. Material and methods: 14 patients 
(19–35 years old) with acute paranoid schizophrenia (ICD-10 F20.0) and 14 normal controls (20–36 years old) were included 
to analyse concentration of platelet APP forms by ECL-immunoblotting. Blood was collected before starting antipsychotic 
therapy. Net intensity was measured for zones corresponding to 130 kDa (zone 1), 110 kDa (zone 2) and 100 kDa (zone 3), and 
{zone 1/(zone 2 + zone 3)} ratio was calculated. Results: intensity of zone 1 was significantly reduced in patients compared with 
controls (p = 0,0001), its proportion comprised 9,7% of all detected APP forms (vs 29,2% in controls). {zone 1/(zone 2 + zone 
3)} ratio was also reduced in patients compared with controls (p = 0,00003). Significant negative correlations of zone 1, zone 2, 
and {zone 1/(zone 2 + zone 3)} with age were present in patients: R = –0,68, p = 0,007, R = –0,77, p = 0,001, R = –0,55, p = 0,04, 
respectively, but these links were absent in control group. Negative correlation between {zone 1/(zone 2 + zone 3)} and PANSSpsy 
score was found in patients: R = –0,57, p = 0,035. Conclusion: concentration of distinct APP forms in platelets of patients with 
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schizophrenia and their ratio are altered. Considering the regulatory activity of APP fragments in nervous system and revealed 
changes in APP metabolism, further research is needed on APP role in schizophrenia.

Keywords: -amyloid precursor protein; platelets; schizophrenia.
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ВВЕДЕНИЕ

Изучение метаболизма белка-предшественника 
-амилоида (APP) было связано в основном с исследо-

ванием патогенеза болезни Альцгеймера (БА), посколь-
ку одним из диагностических критериев этого нейро-
дегенеративного заболевания является усиленное (по 
сравнению с непатологическим старением) отложение 
в мозге амилоидных бляшек, основной компонент кото-
рых – агрегаты -амилоидных пептидов (A ), продук-
тов расщепления (процессинга) АРР. Бета-амилоидные 
пептиды образуются при амилоидогенном пути про-
цессинга АРР, когда сначала происходит расщепление 
АРР -секретазой (BACE1) с образованием секрети-
руемого фрагмента sAPP  и связанного с мембраной 
С-концевого фрагмента, который в дальнейшем рас-
щепляется -секретазой с выделением амилоидоген-
ного A -пептида. В норме преобладает созревание 
АРР по неамилоидогенному пути [1], при котором АРР 
последовательно расщепляется -секретазой (ADAM) 
и -секретазой. Альфа-расщепление происходит вну-
три последовательности A  и приводит к образованию 
крупного секретируемого фрагмента sAPP  и связан-
ного с мембраной С-концевого фрагмента, который 
в дальнейшем расщепляется -секретазой. Таким об-
разом, в результате процессинга АРР образуется ряд 
фрагментов (молекулярных форм). От соотношения 
активности упомянутых секретаз очевидно зависит 
скорость образования различных фрагментов АРР. Эти 
фрагменты, как выяснилось, выполняют физиологиче-
ски важные функции в ходе развития нервной системы, 
а также играют роль в процессах нейрональной пла-
стичности, памяти и защиты от нейродегенерации во 
взрослом и стареющем мозге [1–3], причем нарушения 
этих процессов могут быть связаны с развитием па-
тологии нервной системы при нейродегенеративных 
и психических заболеваниях. Актуально выяснить, 
какой вклад могут вносить нарушения АРР-опосредо-
ванных физиологических функций в развитие нейро-
дегенеративных и психических заболеваний.

При шизофрении, как и при БА, происходит нару-
шение когнитивного функционирования, и оно усугу-
бляется с прогрессированием болезни и увеличением 
возраста больных, иногда вплоть до деменции. В связи 
с этим и в попытке выяснить вклад амилоидогенно-
го процессинга АРР в когнитивное снижение при БА 
и шизофрении проводились сравнительные исследова-
ния концентрационного профиля пептидов A  в спин-
номозговой жидкости (СМЖ) у больных БА, у пожилых 
больных шизофренией и в соответствующей по возра-
сту контрольной группе [4, 5]. Результаты обследова-

ния больных шизофренией в сравнении с контролем 
не только показали достоверное изменение профиля 
пептидов A  и снижение их общего количества в СМЖ, 
но и обнаружили достоверную корреляционную связь 
уровня A  со степенью снижения когнитивного функ-
ционирования этих больных, оцененного по MMSE [6]. 
На основании своих результатов авторы сделали за-
ключение о нарушении метаболизма АРР при шизо-
френии и впервые высказали предположение о том, 
что АРР может играть защитную роль при этом забо-
левании [6].

В тромбоцитах, представляющих собой удобный 
объект для изучения биохимических процессов при 
патологии нервной системы, концентрация АРР относи-
тельно высока по сравнению с другими компонентами 
крови [7]. АРР в тромбоцитах заключен в альфа-гра-
нулы и так же, как и в мозге, подвергается процессин-
гу с образованием крупных растворимых фрагментов 
и пептидов. Весь набор протеаз, участвующих в про-
цессинге АРР в тромбоцитах, еще не идентифициро-
ван, однако BACE1, -секретаза и ADAM10 ( -секре-
таза) обнаруживаются как вестерн-блоттингом, так 
и энзиматическими методами (BACE1). Интересно, что 
BACE1 может иметь отношение к патогенезу шизофре-
нии, поскольку исследования на животных (мышах) 
показали, что при выключении экспрессии гена BACE1 
наблюдаются нарушения развития синапсов и гипо-
миелинизация, что приводит к развитию фенотипа, 
напоминающего шизофрению [8]. Эти свидетельства 
роли секретазы BACE1 в процессе развития и диффе-
ренцировки нервной ткани позволили высказать пред-
положение о возможном вкладе секретазы в патогенез 
шизофрении [9.].

При исследовании метаболизма АРР в тромбоцитах 
больных БА [10, 11] было обнаружено, что в отличие от 
контрольной группы концентрация форм тромбоцитар-
ного АРР с молекулярной массой около 120–130 кДа 
значительно ниже концентрации форм с молекуляр-
ной массой около 110 кДа. Это снижение положитель-
но коррелирует со степенью выраженности деменции, 
и предполагается, что соотношение форм АРР (APPr) 
может служить биомаркером БА [10]. Изменения APPr 
в тромбоцитах уже на ранних стадиях развития БА, 
вероятно, связаны с изменением активности и коли-
чества ферментов, участвующих в метаболизме АРР, 
а именно: со снижением содержания и активности 

-секретазы и возрастанием активности BACE1 [12].
Изменение уровня APP и его метаболитов в мозге 

и крови происходит не только при БА, но и при ау-
тизме, который (как и шизофрения) рассматривается 
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в настоящее время как нейроонтогенетическое забо-
левание [13]. Было показано, что при аутизме в мозге 
и в плазме крови повышено содержание sAPP  [14], 
и было даже высказано предложение об использовании 
sAPP  в качестве лабораторного параметра для ран-
него выявления заболеваний аутистического спектра. 

Между тем, различие в судьбе A -продукта расщеп-
ления АРР при БА и шизофрении состоит в том, что 
при шизофрении не происходит усиленного отложения 
бляшек A  в мозге [4, 15]. Что касается аутизма, отло-
жение диффузных амилоидных бляшек наблюдается 
в мозге по меньшей мере при некоторых генетических 
вариантах аутистических расстройств [16].

Насколько известно авторам настоящего исследо-
вания, на сегодняшний день не опубликовано результа-
тов сравнительных исследований количества форм АРР 
в тромбоцитах больных шизофренией и уравненных 
по возрасту лиц без психической патологии, и в свете 
изложенного выше измерение концентрации фрагмен-
тов и форм АРР в тромбоцитах при этом заболевании 
представляет интерес.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследование проводилось с одобрения Этического 
комитета ФГБНУ НЦПЗ (Протокол №343 от 14.04.2017) 
с соблюдением современных этических норм и правил 
биомедицинских исследований в соответствии с Хель-
синкским соглашением Всемирной медицинской ассо-
циации (в редакциях 1975/2000 гг.).

ПАЦИЕНТЫ 

В исследование были включены 14 больных в воз-
расте 19–35 лет (медиана возраста 24 года) с диаг-
нозом параноидной шизофрении (МКБ-10 F20.0). Для 
оценки выраженности психотической симптоматики 
применялась шкала позитивных и негативных симп-
томов (PANSS). 

Психопатологическую оценку по PANSS и забор 
крови для исследования проводили перед началом 
курса антипсихотической терапии. 

Контрольную группу составили 14 человек в воз-
расте 20–36 лет (медиана возраста 25 лет) без психи-
ческой патологии.

Демографические данные исследуемых групп 
и клинические характеристики больных шизофренией 
представлены в табл. 1.

Выделение тромбоцитов
Образцы крови собирали в вакутейнеры с 3,2% ци-

тратом натрия с глюкозой и обрабатывали в течение 2 ч 
после забора крови. Тромбоциты выделяли по методу, 
описанному ранее [17]. Вакутейнеры центрифугирова-
ли 10 мин при 1000 об/мин и комнатной температуре 
(Beckman J-6 centrifuge) для получения обогащенной 
тромбоцитами плазмы. Затем плазму центрифугиро-
вали 20 мин при 10 000 об/мин, 5 °C (Beckman J-21 
centrifuge, JA20.1 rotor). Супернатант удаляли, осадок 

ресуспендировали в 0,1 М цитратном буфере с 0,1 М 
глюкозой (pH 5,7) и повторно центрифугировали в тех 
же условиях. Осадок тромбоцитов ресуспендировали 
в 100 мкл 50 mM TRIS-HCl, pH 7,0, аликвоты заморажи-
вали и хранили при –80 °С. 

Определение концентрации фрагментов APP ме-
тодом ECL-иммуноблоттинга 

Перед проведением электрофореза по Лэммли 
(10% полиакриламидный гель) и ECL-иммуноблоттинга 
к размороженной суспензии тромбоцитов добавляли 
62,5 мМ TRIS-HCl буфер, рН 6,8, с додецилсульфатом 
натрия (SDS) до конечной концентрации SDS 2% и кон-
центрации суммарного белка 1–3 мг/мл.

Концентрацию белка определяли по Лоури, исполь-
зуя набор реагентов для определения концентрации 
белка в присутствии детергентов DC Bio-Rad (USA). 
Перед проведением электрофореза в каждую пробу 
добавляли -меркаптоэтанол до его конечной концен-
трации 5% и прогревали 5 мин при 95 °С.

При проведении электрофореза по Лэммли на 
каж дую дорожку нагружали 10 мкг суммарного бел-
ка. Иммуно блоттинг проводили в соответствии с про-
токолом, подробно описанным в Neuromethods (2018) 
[18]. После электрофореза белки переносили на Hy-
bond-ECL нитроцеллюлозную мембрану (Amersham Bio-
sciences, GE Health Care Life Sciences, США). Мембрану 
инкубировали с 10% фетальной сывороткой теленка 
для блокирования свободных сайтов связывания на 
нитроцеллюлозе, затем инкубировали с кроличьими 
поликлональными антителами к N-концевой после-
довательности АРР (A8967, Sigma, США) в разведении 
1:5000. Далее проводили обработку антителами к IgG 
кролика, конъюгированными с пероксидазой хрена 
(SAB 3700848, Amersham Biosciences, GE Health Care Life 
Sciences, США) в разведении 1:12000, с последующим 

Таблица 1. Демографические данные и клиническая 
характеристика исследуемых групп
Table 1. Demography data and clinical characteristics 
of examined groups

Лица без психи-
ческой патологии 
(n = 14). Медиана 

(минимум:мак-
симум)/Healthy 

subjects (n = 14). 
Me (min:max)

Больные шизо-
френией (n = 14). 
Медиана (мини-
мум:максимум)/

Patients with 
schizophrenia 

(n = 14). 
Me (min:max)

Возраст (лет)/Age 
(years)

25 (20:36) 24 (19:35)

Пол (муж./жен.)/m/f 12/2 13/1

Длительность заболе-
вания (лет)/Disease 
duration (y)

– 2 (0,2:13)

Возраст манифестации 
(лет)/Onset age (y)

– 20 (15:30)

Сумма балов по PANSS: PANSS score

PANSS pos – 20 (14:24)

PANSS neg – 21 (17:27)

PANSS psy – 42 (30:52)

PANSS tot – 82 (65:102)
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хемилюминесцентным усилением сигнала ECL реаген-
тами (Amersham Biosciences, GE Health Care Life Sci-
ences, США), экспонированием фотопленок, захватом 
и анализом изображений на системе Kodak Image 
Station 2000 (Kodak, США) в соответствии с метода-
ми, описанными ранее [18]. После захвата и анализа 
изображений для количественной оценки APP опре-
деляли интенсивность засветки зон, соответствующих 
~130 кДа (АРР зона 1), 110 кДа (АРР зона 2) и 100 кДа 
(АРР зона 3), а также — в каждом случае — рассчиты-
вали отношение {зона 1/(зоны 2 + 3)}.

Для построения калибровочной кривой зависимо-
сти интенсивности засветки каждой полосы, соответ-
ствующей формам белка АРР, от количества суммар-
ного белка, нагружаемого на дорожку, использовали 
экстракт тромбоцитов донора из контрольной группы. 
При этом наблюдалась линейная зависимость интен-
сивности засветки каждой полосы АРР от количества 
суммарного белка в диапазоне 5–20 мкг. Для внутрен-
ней стандартизации опыта на каждый гель наносили 
один и тот же образец тромбоцитов донора, содержа-
щий 10 мкг суммарного белка.

Статистический анализ
Поскольку проверка распределения данных на 

нормальность критерием Шапиро–Уилка показала, что 
данные не подчинялись закону нормального распре-
деления, для статистической обработки базы данных 
использовали непараметрический модуль программы 
Statistica 8.0 (StatSoft). Для поиска достоверных (на 
уровне p < 0,05) различий между группами использо-
вали критерий Манна–Уитни, а для поиска достоверных 
(на уровне p < 0,05) корреляций между параметрами 
вычисляли коэффициенты Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Мы провели оценку количества форм АРР в тром-
боцитах больных шизофренией и лиц без психической 
патологии методом иммуноблоттинга с использованием 
коммерчески доступных (Sigma) кроличьих поликло-
нальных антител к N-концу синтетического пептида, 
соответствующего N-концевому фрагменту АРР чело-
века (аминокислоты 46–60). В экстрактах тромбоцитов 
представителей групп контроля и больных поликло-
нальные антитела окрашивали белковые полосы (зоны) 
в интервалах молекулярных масс 95–130 кДа (рис. 1).

По данным литературы, основная часть (около 90%) 
АPP в тромбоцитах соответствует растворимым формам 
и только 10% приходится на полноразмерный трансмем-
бранный APP [11]. Разные формы и пептиды — продукты 
расщепления APP — хранятся в альфа-гранулах и высво-
бождаются тромбоцитами при их активации соедине-
ниями, которые вызывают дегрануляцию тромбоцитов, 
причем часть секретируемого тромбоцитами АРР может 
удерживаться на плазматической мембране [19, 20]

Предполагают, что формы с молекулярной массой 
в диапазоне 100–105 кДа могут соответствовать рас-
творимым фрагментам sAPP  и sАРР , а зоны с моле-

кулярной массой более 110 кДа могут соответствовать 
полностью или не полностью гликозилированным пол-
норазмерным изоформам АРР [21].

Пр оведенный нами сравнительный анализ количе-
ства форм АРР в тромбоцитах больных шизофренией 
и лиц контрольной группы показал, что в тромбоцитах 
больных интенсивность засветки АРР зоны 1 (или ко-
личества формы АРР с молекулярной массой 130 кДа) 
достоверно ниже, чем в тромбоцитах лиц без психи-
ческой патологии (метод Манна–Уитни, p = 0,0001) 
(рис. 2). 

Рис. 1. Пример засветки фотопленки после ECL-
иммуноблоттинга, выявляющего различные формы 
АРР с молекулярными массами 130, 110 и 100 кДа в 
экстрактах тромбоцитов больных шизофренией (1–4) 
и лиц контрольной группы (5–8)
Fig. 1. Image of film after ECL immunoblotting of 
platelet extracts from patients with schizophrenia 
(lanes 1–4) and control subjects (lanes 5–8) revealing 
various APP forms (with molecular masses of 130, 110 
and 100 kDa)

Рис. 2. Интенсивность засветки зон форм АРР 
с молекулярной массой 130, 110 и 100 кДа в группе 
больных шизофренией (черные символы) и контроля 
(белые символы)
Fig. 2. Intensities of 130, 110, and 100 kDa APP bands 
in schizophrenia group (black symbols) and controls 
(white symbols)
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При этом, если в контроле интенсивность засветки 
зоны 1 составляет в среднем 29,2% от общего количе-
ства всех детектируемых форм АРР, то в тромбоцитах 
больных шизофренией этот показатель в среднем со-
ставляет всего 9,7% (рис. 3).

Интересно, что сумма интенсивностей засветки 
всех детектируемых зон (1 + 2 + 3) (общее количество 
форм APP) достоверно не различалась в группе боль-
ных и в группе контроля.

Поскольку авторы исследований форм APP при БА 
вычисляли величину отношения APPr = {зона 1/(зоны 
2 + 3)} [22, 23], в настоящей работе было также вычис-
лено отношение {зона 1/(зоны 2 + 3)}. APPr оказалос ь 
достоверно ниже у больных по сравнению с группой 
контроля (критерий Манна–Уитни, p = 0,00003): при 
шизофрении — медиана 0,11 (минимум 0,0005, макси-
мум 0,60), в контроле — медиана 0,46 (минимум 0,13, 
максимум 1,27).

В тромбоцитах лиц контрольной группы и тромбо-
цитах больных шизофренией наблюдались достовер-
ные корреляции интенсивности засветки зоны 1 и зоны 
2 между собой (R = 0,78, p = 0,001; R = 0,74, p = 0,002 
соответственно). Интенсивность засветки зоны 1 также 
коррелировала с отношением интенсивностей засвет-
ки {зона 1/(зоны 2 + 3)} (R = 0,85, p = 0,0001; R = 0,58, 
p = 0,03 соответственно). Только в группе больных 
наблюдались достоверные обратные корреляции ин-
тенсивности засветки зоны 1, зоны 2 и отношения ин-
тенсивностей засветки {зона 1/(зоны 2 + 3)} с возрас-
том: R = –0,68, p = 0,007; R = –0,77 p = 0,001; R = –0,55, 
p = 0,04 соответственно.

Обнаружена отрицательная корреляция отношения 
интенсивностей засветки {зона 1/(зоны 2 + 3)} с балла-
ми по субшкале PANSS общей психопатологии (PANSSp-
sy): R= –0,57, p = 0,035, которая означает, что, чем более 
выражены психопатологические симптомы у больного, 
тем сильнее снижение у него этого отношения в срав-
нении с контролем.

Таким образом, полученные нами результа-
ты указывают на изменение метаболизма/проте-
олиза АРР в тромбоцитах при шизофрении. Этот 
факт согласуется с приведенными выше данными 
V. Albertini и соавт. [6] об изменении профиля A  
в СМЖ при этом заболевании, подтверждает пред-
положение авторов об изменении метаболизма APP 
при шизофрении и указывает на возможную связь 
нарушения метаболизма APP с развитием патоло-
гического процесса при шизофрении (корреляция 
с PANSS).

Принимая во внимание важную регуляторную ак-
тивность фрагментов АРР в развитии, созревании 
и старении нервной системы и обнаруженные измене-
ния метаболизма АРР при психических и нейродегене-
ративных заболеваниях, можно заключить, что даль-
нейшее изучение метаболизма АРР при шизофрении 
представляет интерес.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В настоящей работе показано, что в тромбоцитах 
больных шизофренией снижено количество отдель-
ных форм APP и изменено их соотношение. Данное 
исследование было проведено на небольшой груп-
пе больных. Для дальнейшего изучения возможно-
го вклада АРР в патогенез шизофрении необходимо 
увеличение группы больных шизофренией и лиц 
контрольной группы и применение широкой панели 
специфичных антител для детектирования отдельных 
фрагментов АРР.
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