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Введение. Накопление внутриклеточных белковых агрегатов является одним из ключевых звеньев в патогенезе бокового амиотрофического склероза 
(БАС). Аутофагия – это сложный процесс, в ходе которого компоненты клетки и органеллы транспортируются внутрь лизосом и подвергаются 
деградации. Нарушение процессов аутофагии выявлено при различных нейродегенеративных заболеваниях. Изменения аутофагии могут наблюдаться 
не только в ЦНС, но и в мононуклеарных клетках периферической крови (PBMC). Белок LC3 является основным маркером аутофагии.
Цель исследования. Определить содержание белка LC3 в PBMC пациентов с БАС, а также провести анализ взаимосвязи между этим параметром и 
клиническими характеристиками заболевания. 
Материал и методы. В исследование включены 66 пациентов с достоверным диагнозом БАС и 15 здоровых добровольцев. Всем пациентам был проведен 
сбор анамнеза, неврологический осмотр, оценена функция внешнего дыхания. Из крови пациентов и здоровых доноров выделены PBMC. Полученные 
клетки лизировали и проводили вестерн-блоттинг с использованием антител к LC3. 
Результаты. Выявлено повышение уровня LC3-I в PBMC у пациентов с БАС по сравнению с контрольной группой (p<0,001). У пациентов с пояснично- 
крестцовой формой при 2 стадии БАС и медленном темпе прогрессирования заболевания отмечено повышение уровня LC3-I/LC3-II. Тенденция к увели-
чению уровня LC3-II наблюдалась при бульбарной форме и 3 стадии заболевания.
Заключение. Результаты исследования впервые выявили, что в PBMC пациентов с БАС имеется тенденция к более высокому уровню активности 
аутофагии, чем у здоровых добровольцев.
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введение

Боковой амиотрофический склероз (БАС) – нейродеге-
неративное заболевание ЦНС, характеризующееся по-
ражением как верхнего, так и нижнего мотонейронов. В 
последнее десятилетие БАС относят к конформационным 
болезням, т.е. группе заболеваний, в основе патогенеза 
которых лежит нарушение трехмерной структуры белков, 
приводящее к образованию нерастворимых внутриклеточ-
ных включений [1]. В составе внутриклеточных включений 
при БАС идентифицированы агрегаты супероксиддисму-
тазы-1 (СОД-1), ДНК-связывающего белка 43 (TDP-43), 
ассоциированного с саркомой белка (FUS), α-синуклеина 
и других протеинов [2, 3].

Одним из механизмов, позволяющим элиминировать 
внутриклеточные агрегаты белков, является аутофагия – 
процесс, в ходе которого внутренние компоненты клетки 
транспортируются внутрь лизосом и в них подвергаются 
деградации. Важную роль в инициации аутофагии играют 
легкие цепи 3 ассоциированного с микротрубочками про-
теина 1 (LC3). В ходе посттрансляционной модификации 
данный белок теряет C-концевой фрагмент и конъюгиру-

ется с фосфатидилэтаноламином, превращаясь сначала в 
LC3-I, а затем в LC3-II. Общее количество LC3-II напря-
мую коррелирует с активностью аутофагии в клетке [4].

Нарушения процессов аутофагии выявлены при различ-
ных нейродегенеративных заболеваниях, таких как бо-
лезни Паркинсона, Гентингтона, Альцгеймера, прионных 
заболеваниях, болезни Ниманна-Пика тип C. В нейронах 
спинного мозга при БАС выявлено повышение количества 
аутофагосом. При БАС выявлено изменение аутофагии на 
этапах распознавания белкового субстрата, везикулярного 
транспорта и протеолитического расщепления содержимо-
го аутофагосом [5–7]. Остается невыясненным, являются 
ли указанные изменения нормальной адаптивной реакцией 
нейронов на накопление внутриклеточных белковых агре-
гатов или патологическим процессом, возникшим вслед-
ствие первичного нарушения механизма аутофагии. Кроме 
того, большинство работ, посвященных процессам аутофа-
гии при БАС выполнено на культурах клеток и лаборатор-
ных животных, так как получение образцов ЦНС у паци-
ентов сопряжено с высоким риском осложнений. Однако 
недавно было показано, что мононуклеарные клетки пе-
риферической крови (PBMC) могут являться подходящей 
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моделью для изучения процессов аутофагии при нейродеге-
неративных заболеваниях. Например, у пациентов с болез-
нью Паркинсона выявлена активация аутофагии в PBMC, 
аналогичная таковой в клетках черной субстанции [8].

цель нашей работы – определение содержания основного 
маркера аутофагии – белка LC3 в PBMC пациентов с БАС, 
а также анализ взаимосвязи между этим параметром и кли-
ническими характеристиками заболевания.

материалы и методы

В исследование были включены 66 пациентов с БАС, про-
ходивших обследование в Научном центре неврологии:  
46 (69,7%) мужчин и 20 (30,3%) женщин. Контрольную 
группу составили 15 здоровых добровольцев: 8 (53,3%) 
мужчин и 7 (46,7%) женщин. Возраст пациентов с БАС 
колебался от 25 до 70 лет, медиана составила 52,5 [45; 61] 
лет. В группе добровольцев минимальный возраст составил 
31 год, максимальный – 66 лет, медиана – 45 [40; 54] лет. 
Исследуемая и контрольная группы существенно не отли-
чались между собой по половозрастным характеристикам. 
Критериями включения в группу пациентов с БАС были: 
возраст от 18 до 70 лет, диагноз достоверный БАС в соот-
ветствии с критериями El Escorial [9], отсутствие других не-
врологических, онкологических, аутоиммунных, тяжелых 
соматических или инфекционных заболеваний в течение 
месяца до забора материала. 

Исследование было одобрено Локальным этическим коми-
тетом Научного центра неврологии. От испытуемых было 
получено информированное согласие на участие в иссле-
довании. 

У всех пациентов был проведен сбор анамнеза, невроло-
гический осмотр. Также оценивались такие характеристи-
ки, как форма заболевания (бульбарная, шейно-грудная, 
пояснично-крестцовая), стадия заболевания [10], возраст 
дебюта, оценка по шкале ALSFRS-R [11], темп прогресси-
рования (быстрый или медленный) [12], индекс массы тела 
(ИМТ), отношение форсированной жизненной емкости 
легких (ФЖЕЛ) к должной форсированной жизненной ем-
кости легких (ФЖЕЛ/ДФЖЕЛ).

У обследованных пациентов и добровольцев натощак про-
веден забор крови из кубитальной вены в 9 мл пробирки с 
K3ЭДТА. В течение 4 час после взятия крови проводилось 
выделение PBMC при помощи “Histopaque-1077” (Sigma-
Aldrich, США) в соответствии со стандартной методикой. 
Подсчет клеток осуществляли в камере Горяева. Лизис кле-
ток проводили при помощи лизис-буфера Promega Cat.# 
E153A (Promega, США) с добавлением ингибиторов проте-
аз в соответствии с рекомендациями производителя. Кон-
центрацию белка в клеточном лизате определяли по методу 
Брэдфорда.

Разделение белков проводили в денатурирующих условиях 
в 12,5% полиакриламидном геле Sprint Next Gel® (Amresco, 
США). Перенос белка осуществляли на нитроцеллюлозную 
мембрану с размером пор 20 мкм. Вестерн-блоттинг прово-
дили на оборудовании BioRad (BioRad, США) по стандарт-
ной методике. Нитроцеллюлозную мембрану обрабатыва-
ли антителами к LC3 (sc-28266, Santa Cruz Biotechnology, 
США) и внутреннему контролю – глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназе (GAPDH, sc-47724, Santa Cruz 
Biotechnology, США). В качестве вторичных антител ис-

пользовали козьи антитела против иммуноглобулинов 
кролика и мыши, конъюгированные с пероксидазой хрена 
(Santa Cruz Biotechnology, США) и визуализировали бэнды 
методом усиленной хемилюминесценции (ECL, BioRad). 
Сигнал регистрировали на рентгеновской пленке при вы-
держке в течение 15 мин. Оцифрованные изображения 
подвергали количественной оценке при помощи про-
граммного обеспечения Image Studio Lite (LI-COR, США).

Статистическая обработка результатов проводилась при 
помощи программного пакета IBM SPSS Statistics 20 (IBM, 
США). Данные представлены в виде медианы, верхнего и 
нижнего квартилей – Me [LQ; HQ]. Нормальность распре-
деления количественного признака проверялась методом 
Шапиро-Уилка. Так как у всех исследованных показателей 
распределение отличалось от нормального, использовали 
непараметрические методы. Сравнение двух независимых 
групп по количественному признаку проводилось с ис-
пользованием критерия Манна-Уитни. Сравнение трех и 
более групп независимых данных проводили с помощью 
критерия Краскела-Уоллеса с последующим апостериор-
ным анализом с использованием критерия Манна-Уитни. 
Корреляционный анализ проводили по методу Спирмена. 
Для определения диагностической ценности исследован-
ных параметров применен ROC-анализ (Receiver Operating 
Characteristic). Статистически значимыми считались раз-
личия при p<0,05.

результаты работы

Среди обследованных пациентов шейно-грудная форма за-
болевания была выявлена у 34 (51,5%) пациентов, бульбар-
ная – у 17 (25,8%), пояснично-крестцовая – у 15 (22,7%). 
Продолжительность заболевания составила от 6 мес до  
3 лет, медиана 2 [1,5;2] года. У 15 (22,7%) пациентов отме-
чен быстрый темп прогрессирования БАС (потеря более  
10 баллов по шкале ALSFRS-R в течение года). У 19 (28,8%) 
заболевание было на 2 стадии (патологический процесс 
поражает 2 региона ЦНС), у 47 (71,2%) – на 3 стадии (во-
влечено 3 региона ЦНС, но нет потребности в гастростоме 
или неинвазивной вентиляции легких). Бульбарные нару-
шения отмечались у 37 (56,1%) пациентов. Поражения ядер 
других черепных нервов (преимущественно лицевого нер-
ва в виде слабости мимической мускулатуры) выявлены у  
34 (51,5%) пациентов. Медиана отношения ФЖЕЛ/ДФЖЕЛ 
составила 82,5% [75; 94], оценка по шкале ALSFRS-R –  
38 [33; 42] балла. Не выявлено статистически значимых 
различий клинико-демографических параметров между 
группами с различной формой течения БАС (табл. 1).

Уровень LC3-I/GAPDH, а также соотношения LC3-I/LC3-II 
в PBMC у пациентов с БАС были статистически значимо 
выше, чем у здоровых добровольцев. Уровень LC3-II не от-
личался между исследуемыми группами (рис. 1).

При анализе уровня маркеров аутофагии у пациентов с раз-
личными формами БАС по сравнению с группой здоровых 
доноров было выявлено повышение содержания LC3-I при 
всех формах заболевания. Уровень LC3-I в PBMC стати-
стически значимо не отличался между группами пациен-
тов с различными формами БАС. При бульбарной форме 
БАС отмечено повышение уровня LC3-II по сравнению со 
здоровыми добровольцами. Соотношение LC3-I/LC3-II в 
группе пациентов с пояснично-крестцовой формой было 
статистически значимо выше, чем у пациентов с бульбар-
ной формой и в группе здоровых доноров (рис. 2).
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Уровень LC3-II у пациентов с 3 стадией заболевания был 
выше, чем у пациентов со 2 стадией БАС или у здоровых до-
норов. Отношение LC3-I/LC3-II по сравнению с контро-
лем было выше у пациентов со 2 стадией болезни. Как при 
2, так и при 3 стадии заболевания уровень LC3-I был выше, 
чем в контрольной группе (рис. 3).

При медленном темпе прогрессирования БАС отмечено 
более высокое содержание LC3-I по сравнению с быстрым 
темпом развития заболевания и с контрольной группой. 
Уровень LC3-II не отличался между исследуемыми и кон-
трольной группами. Отношение LC3-I/LC3-II в группе 
с медленным темпом развития заболевания превышало 
значения данного параметра у здоровых добровольцев. Не 
выявлено статистически значимых различий между LC3-I/
LC3-II в группах с медленным и быстрым темпом развития 
БАС (рис. 4).

таблица 1: демографическая и клиническая характеристики пациентов с различными формами БаС.
 

Характеристики
пациентов

Формы заболевания

бульбарная
(n =17)

шейно-грудная
(n=34)

пояснично-крестцовая 
(n=15)

возраст, лет 58 [53; 64] 54,5 [44; 58] 51 [44; 57]

пол
мужчины 11 (64,7%) 24 (70,6%) 11 (73,3%)

женщины 6 (35,3%) 10 (29,4%) 4 (26,7%)

возраст дебюта заболевания, лет 56 [53; 63] 51,5 [41; 56] 48 [42; 55]

продолжительность заболевания, лет 1,5 [1; 2] 2 [2; 3] 2 [1; 2]

тип прогрессирования
быстрый 4 (23,5%) 8 (23,5%) 3 (20%)

медленный 13 (76,5%) 26 (76,5%) 12 (80%)

Стадия заболевания
2 7 (41,2%) 6 (17,7%) 6 (40,0%)

3 10 (58,8%) 28 (82,4%) 9 (60,0%)

иМт, кг/м2 24,7 [22,4; 26,9] 24,2 [21,8; 27,8] 25,6 [22,8; 28]

ФЖел/дФЖел, % 91 [79; 98,2] 78 [73; 89] 83 [80; 104]

ALSFRS-R, баллы 37 [33; 43] 38 [33; 40] 40 [36; 42]

LC3-I/GAPDH LC3-II/GAPDH LC3-I/LC3-II

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

p<0,001
p=0,035

Пациенты с БАС
(n=66)

Здоровые добровольцы
 (n=15)

LC3-II

15 кДа

LC3-I

GAPDH

37 кДа
1

А Б

2

LC3-I/GAPDH LC3-II/GAPDH LC3-I/LC3-II

4

3

2

1

0

p=0,04

Бульбарная Шейно-грудная Пояснично-крестцовая

рис. 1: Содержание LC3-I и LC3-II в PBMC пациентов с БаС и здоровых доноров:
A – диаграмма уровня LC3-I, LC3-II; Б – пример результатов вестерн-
блоттинга белков LC3-I, LC3-II и GAPDH у пациента с БаС (1) и здорового 
донора (2).

рис. 2: Содержание LC3-I и LC3-II в PBMC пациентов с различными формами
БаС: * – статистически значимое отличие от группы здоровых 
добровольцев при p<0,05.

рис. 3: Содержание LC3-I и LC3-II в PBMC пациентов с различными стадиями БаС: 
* – статистически значимое отличие от группы здоровых добровольцев 
при p<0,05.

LC3-I/GAPDH LC3-II/GAPDH LC3-I/LC3-II

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

Стадия 2 Стадия 3

p=0,038
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При корреляционном анализе между уровнем маркеров 
аутофагии и возрастом пациентов, продолжительностью 
заболевания, ИМТ, ФЖЕЛ/ДФЖЕЛ, оценкой по шкале 
ALSFRS-R не выявлено зависимостей с коэффициентом 
корреляции более 0,25 или менее –0,25. Также не было вы-
явлено влияния пола пациентов или добровольцев на уро-
вень LC3.

Для исследования возможности использования уров-
ня LC3 в PBMC в качестве биомаркера для диагностики 
БАС был проведен ROC-анализ. Наилучший результат 
классификации был получен при использовании уровня 
LC3-I/GAPDH, позволившего добиться очень хорошей 
диагностической ценности модели с площадью под ROC-
кривой более 0,8. LC3-II/GAPDH и LC3-I/LC3-II не про-
демонстрировали столь высокой диагностический ценно-
сти. Подробные результаты ROC-анализа представлены 
в табл. 2.

обсуждение

Увеличение уровня LC3-I у пациентов с БАС свидетель-
ствует об увеличении активности процессов аутофагии. 
Нарастание соотношения LC3-I/LC3-II может свидетель-
ствовать о высоком уровне инициации аутофагии при нор-
мальном протекании дальнейших стадий этого процесса, 
таких как везикулярный транспорт, слияние с лизосомами 
и протеолитическая деградация содержимого аутолизосом 
[4]. Накопление нерастворимых скоплений белка стимули-
рует процессы аутофагии. Показано, что ассоциированные 
с развитием БАС мутации в генах TDP-43 и FUS могут при-
водить к индукции образования аутофагосом [13, 14]. Ак-

тивация аутофагии в нейронах спинного мозга ранее была  
обнаружена у трансгенных мышей линии SOD1G93A [15], 
а также в секционном материале пациентов, страдавших 
БАС [16]. При БАС внутриклеточные белковые агрегаты 
обнаруживают не только в нейронах, но и в других сома-
тических клетках, в т.ч. в лимфомоноцитах [17, 18]. Таким 
образом, накопление белковых агрегатов в PBMC могло 
стимулировать в них активацию процессов аутофагии. Ана-
логичные изменения в PBMC при нейродегенеративных 
заболеваниях ранее были выявлена у пациентов с болезнью 
Паркинсона [8].

Следует отметить, что в нашей работе у пациентов с пояс-
нично-крестцовой формой БАС, для которой характерно 
наиболее медленное прогрессирование неврологической 
симптоматики и большая продолжительность жизни, от-
ношение LC3-I/LC3-II было статистически значимо выше, 
чем в контрольной группе и при бульбарной форме БАС. 
Также уровень LC3-I/LC3-II был выше на более ранних 
стадиях БАС. Кроме того, в группе пациентов с медленным 
темпом прогрессирования заболевания зарегистрировано 
повышение параметров LC3-I и LC3-I/LC3-II. Наиболее 
вероятно, что выявленная нами активация макроаутофагии 
в PBMC при БАС может быть защитной реакцией в ответ 
на накопление внутриклеточных агрегатов белка. На осно-
вании полученных результатов можно предположить, что 
высокий уровень активности аутофагии защищает клетки 
от гибели и способствует более медленному прогрессирова-
нию и более продолжительному течению заболевания.

Повышение уровня LC3-II, а также уменьшение отноше-
ния LC3-I/LC3-II может свидетельствовать о нарушении 
слиянии аутофагосом и лизосом и, следовательно, незавер-
шенной аутофагии, приводящей к накоплению большого 
числа аутофагосом внутри клетки [4]. Ассоциированные с 
БАС мутации TDP-43 вызывают незаверше нную аутофа-
гию посредством влияния на сигнальный каскад mTORC1 
[13, 19]. Нарушение везикулярного транспорта, неодно-
кратно выявленное при БАС, способствует формированию 
незавершенной аутофагии из-за невозможности слияния 
аутофагосом и лизосом. Мутации в генах ESCRT, выявлен-
ные при фронтотемпоральной деменции, также приводят 
к незаверше нной аутофагии. При невозможности полно-
ценного протекания всех стадий аутофагии активация дан-
ного процесса приводит лишь к чрезмерному накоплению 
аутофагосом в цитоплазме клеток, что, в свою очередь, 
способствует активации апоптоза и последующей гибели 
клетки [14, 20]. При излишнем накоплении аутофагосом 
внутри клеток активируются процессы образования экзо-
сом. В результате этого агрегаты белков, обладающих при-
оноподобной активностью, могут быть экскретированы 

LC3-I/GAPDH LC3-II/GAPDH LC3-I/LC3-II

3

2

1

0

Медленный Быстрый

p<0,001

рис. 4: Содержание LC3-I и LC3-II в PBMC пациентов с различным типом про-
грессирования БаС: * – статистически значимое отличие от группы 
здоровых добровольцев при p<0,05.

таблица 2: результаты ROC-анализа.
 

AUC
(95% ДИ)

Порог 
отсечения

Специфичность
(95% ДИ)

Чувствительность
(95% ДИ)

p

LC3-I/GAPDH
0,806

(0,714–0,898)
>0,93

100
(93–100)

77,3
(65,3–86,7)

<0,001

LC3-II/GAPDH
0,648

(0,532–0,765)
>0,97

100
(78,2–100)

47
(34,6–59,7)

0,765

LC3-I/LC3-II
0,686

(0,542–0,830)
>1,63

53
(40,3–65,4)

86,7
(59,5–98,3)

0,830

примечание: ди – доверительный интервал, AUC – площадь под ROC-кривой (area under ROC curve).
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в межклеточное пространство и захвачены здоровыми клет-
ками, что способствует дальнейшему распространению па-
тологического процесса и увеличивает скорость прогресси-
рования заболевания [14, 21]. В нашей работе тенденция к 
увеличению уровня LC3-II и снижению показателя LC3-I/
LC3-II была отмечена у пациентов с бульбарной формой, 
для которой характерно наиболее быстрое нарастание сим-
птоматики и меньшая продолжительность жизни. Кроме 
того, более высокий уровень LC3-II зафиксирован при  
3 стадии заболевания, когда патологический процесс уже 
поразил 3 региона ЦНС.

Аналогичное исследование уровня маркеров аутофагии, 
проведенное G. Sala и соавторами, не выявило существен-
ных различий между уровнем LC3-II у пациентов с БАС и 
здоровых доноров [22]. В их работе не был отдельно про-
анализирован уровень LC3-I и соотношение LC3-I/LC3-II. 
Также в исследование G. Sala и соавторов было включено 
только 15 пациентов, что могло повлиять на статистиче-
скую значимость результатов. Кроме того, значительно от-
личаются демографические и клинические характеристики 

пациентов, включенных в наше исследование и описан-
ных в работе G. Sala и соавторов. Результаты проведенного 
нами ROC-анализа позволяют считать уровень LC3-I пер-
спективным биомаркером для диагностики БАС.

Результаты проведенного нами исследования впервые вы-
явили, что в PBMC пациентов с БАС имеется тенденция к 
более высокому уровню активности аутофагии, чем у здо-
ровых добровольцев. Было показано, что активация ауто-
фагии может играть защитную функцию при БАС, замед-
ляя темпы прогрессирования заболевания. Тем не менее 
при неполноценно протекающих процессах аутофагии ее 
активация, наоборот, может привести к усугублению забо-
левания и ускорить распространение патологического про-
цесса в ЦНС. Выявленные изменения маркеров аутофагии 
в PBMC при БАС позволяют предположить, что дальней-
шие исследования в этом направлении могут способство-
вать разработке новых подходов к диагностике и лечению 
нейродегенеративных заболеваний.
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Introduction. Accumulation of intracellular protein aggregates 
is one of the key processes in pathogenesis of amyotrophic late-
ral sclerosis (ALS). Autophagy is a complex process during 
which cell components and organelles are transferred inside 
lysosomes and are degraded. Autophagy disturbance was found 
to take place in various neurodegenerative diseases. Autophagy 
alteration can be observed not only in the central nervous sys-
tem but also in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). 
Protein LC3 is the key marker of autophagy.
Objective. To determine protein LC3 concentration in PBMCs 
of ALS patients and to analyze the relationship between this 
parameter and clinical characteristics of the disease.
Materials and methods. The study involved 66 patients with 
definite ALS and 15 healthy volunteers. Past medical history 

was elicited in all patients; neurological examination and the 
pulmonary function test were performed. PBMCs were isolated 
from blood of patients and healthy volunteers. The cells were 
lysed and subjected to Western blot analysis using anti-LC3 an-
tibodies.
Results. The LC3-I level in PBMCs of ALS patients was in-
creased compared to that in the control group (p<0.001). The 
LC3-I/LC3-II level was elevated in patients with the lumbo-
sacral form of ALS (stage II ALS and the slow rate of disease 
progression). The tendency towards increased LC3-II level was 
observed for the bulbar form and stage III ALS.
Conclusions. The results demonstrated for the first time that PB-
MCs of ALS patients tend to exhibit a higher level of autophagy 
activity compared to healthy volunteers.


