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Активнiсть цистеїнових катепсинiв у тканинi

щитоподiбної залози хворих з еутиреоїдним вузловим

зобом

Зниження активностi катепсину Н та її частки в цитозолi зi зобнозмiненої ткани-

ни щитоподiбної залози хворих з мiкрофолiкулярним еутиреоїдним зобом може свiдчи-

ти про гальмування лiзосомального шляху програмованої загибелi клiтин. Навпаки, на

активацiю її вказують данi про пiдвищену активнiсть катепсинiв Н i L та їх вiдсотка

у цитозолi зi зобнозмiненої тканини з ознаками оксифiльноклiтинних змiн.

Серед протеолiтичних ферментiв, якi вiдiграють центральну роль у ремоделюваннi бiлко-
вого складу клiтини, особливий iнтерес викликають цистеїновi катепсини, якi належать
до родини папаїноподiбних ферментiв (група СА, родина С1) з локалiзацiєю переважно
в лiзосомальних компартментах [1]. Завдяки участi в загальному та селективному про-
теолiзi цi ферменти залученi в реалiзацiю таких життєво важливих процесiв, як репара-
цiя та/чи реконструкцiя внутрiшньоклiтинних структур, презентацiя антигенiв i взаємодiя
антиген–антитiло, прогресiя клiтинного циклу, диференцiювання i старiння клiтин, змi-
на проникностi мембран i деградацiя позаклiтинного матриксу, ангiогенез, процесинг пеп-
тидних медiаторiв, гормонiв, їх секрецiя, гормональнi ефекти, апоптоз, взаємодiя статевих
клiтин i, навiть, формування iнтелекту. Конкретне значення вказаних ферментiв у роз-
витку патологiчних процесiв до кiнця не з’ясоване, але вiдомо, що порушення балансу
катепсини–iнгiбiтори катепсинiв є одним iз центральних чинникiв у виникненнi тканинних
пошкоджень в органах та системах органiзму i, отже, у розвитку та перебiгу багатьох за-
хворювань: вiрусних, автоiмунних, алергiчних, нейродегенеративних, кардiоваскулярних,
онкологiчних тощо [2].

Участь цистеїнових катепсинiв у механiзмах формування тиреоїдної патологiї (автоiмун-
нi захворювання, вузлоутворення, злоякiсна трансформацiя клiтин, прогресiя пухлинного
росту) багато в чому залишається нез’ясованою. Основну увага при цьому зосереджено на
вивченнi активностi чи експресiї катепсинiв у тканинi злоякiсних пухлин щитоподiбної за-
лози [3, 4], з огляду на роль цих ферментiв у процесах iнвазiї i метастазування [5]. Мало що
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вiдомо про можливi змiни активностi цих ферментiв у тканинi залози при вузлоутвореннi.
Так, було показано, що в зобнозмiненiй тканинi щитоподiбної залози активнiсть катепсину
В чи експресiя мРНК ферменту незмiнена вiдносно позавузлової [6], проте загальна актив-
нiсть катепсинiв знижена в тканинi залози хворих з мiкро-макрофолiкулярним вузловим
колоїдним зобом [7]. За iншими даними, у рiзних зразках тканини багатовузлового еутирео-
їдного зоба активнiсть катепсину В змiнювалася вiд 10-разового зменшення до 6-разового
пiдвищення порiвняно з активнiстю ферменту в незмiненiй тканинi залози [3].

Наша мета полягала в дослiдженнi активностi трьох лiзосомальних цистеїнових катепси-
нiв (Н, В, L) у лiзосомах i цитозолi з позавузлової незмiненої тканини нормофолiкулярної
будови та зобнозмiненої тканини залози хворих з еутиреоїдним вузловим зобом.

На проведення дослiджень був отриманий дозвiл вiд Комiтету з бiоетики ДУ “Iнститут
ендокринологiї та обмiну речовин iм. В.П. Комiсаренка НАМН України”. Дослiджено 20
зразкiв вузлової та 8 зразкiв позавузлової тканини щитоподiбної залози, що були отриманi
пiсля оперативного втручання у хворих з приводу еутиреоїдного вузлового зобу.

Тканину щитоподiбної залози промивали охолодженим фiзiологiчним розчином, зва-
жували та гомогенiзували в 10-кратному об’ємi середовища такого складу: цукроза —
250 ммоль/л, трис-НCl-буфер — 20 ммоль/л, натрiєва сiль етилендiамiнтетраоцтової ки-
слоти — 1 ммоль/л (при pH 7,4). Для видiлення лiзосомальної та цитозольної фракцiй
гомогенат центрифугували протягом 7 хв при 2,5 тис. об./хв, а отриманий надосад — при
12 тис. об./хв протягом 15 хв. Осад, який мiстить лiзосоми, суспендували в середовищi
видiлення (без натрiєвої солi етилендiамiнтетраоцтової кислоти, при pH 7,0), а надосад ви-
користовували як цитозольну фракцiю.

Активнiсть катепсинiв визначали по вiдношенню до синтетичних субстратiв: L-лей-
цин-4-нiтроанiлiду (катепсин Н), N2-бензоiл-DL-аргiнiн-4-нiтроанiлiду (катепсин В) i азока-
зеїну (катепсин L), 6% розчин якого попередньо був денатурований 6-молярним розчином
сечовини. Iнкубацiйне середовище мiстило калiй-натрiй фосфатний буфер (0,1 моль/л — ка-
тепсин Н (pH 6,8), 0,1 моль/л — катепсин В (pH 6,0) чи 0,066 моль/л — катепсин L (pH 5,0)),
2 ммоль/л 2-меркаптоетанолу, 0,2% тритону Х-100 i натрiєву сiль етилендiамiнтетраоцтової
кислоти (4 ммоль/л — катепсин Н, 1,33 ммоль/л — катепсин В) [8]. Реакцiю зупиняли 10%
розчином трихлороцтової кислоти. Активнiсть катепсинiв Н i В виражали у мкмолях пара-
нiтроанiлiну, який вiдщепився вiд субстрату за 1 год iнкубацiї, на 1 мг бiлка, а активнiсть
катепсину L — в одиницях абсорбцiї низькомолекулярних пептидiв, що утворилися за 1 год
iнкубацiї i не осаджуються трихлороцтовою кислотою, на 1 мг бiлка. Загальну активнiсть
ферментiв розраховували на 1 мг тканини. Вмiст бiлка в суспензiї лiзосом та цитозолi ви-
значали за однiєю з модифiкацiй загальноприйнятого методу Лоурi.

Одержанi данi наведено в табл. 1 у виглядi M ±m та опрацьовано статистично з вико-
ристанням критерiю t Стьюдента i непараметричного критерiю U Вiлкоксона–Манна–Уїтнi.
Критичний рiвень значущостi приймали за 0,05.

Загальна активнiсть цистеїнових катепсинiв Н, В i L (не показано) i активнiсть фермен-
тiв у лiзосомальнiй фракцiї, що була отримана зi зобнозмiненої тканини щитоподiбної залози
хворих з еутиреоїдним вузловим зобом, не вiдрiзнялися вiд такої в незмiненiй позавузловiй
тканинi щитоподiбної залози нормофолiкулярної будови (табл. 1). У той же час у цитозо-
лi з клiтин зобнозмiненої тканини щитоподiбної залози вiдмiчена дещо менша активнiсть
катепсинiв Н i В, проте статистично значущi змiни пiдтвердженi лише для активностi ка-
тепсину Н у цитозольнiй фракцiї з тканини мiкрофолiкулярного, а для катепсину В —
з тканини макрофолiкулярного зоба. За наявностi в зобнозмiненiй тканинi оксифiльноклi-
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тинних змiн активнiсть катепсинiв Н i L у цитозольнiй фракцiї з такої тканини iстотно ви-
ща (див. табл. 1). Розрахунки вiдсотка активностi катепсинiв у цитозолi вiдносно загальної
активностi ферментiв показали збiльшення його порiвняно з таким у позавузловiй незмiне-
нiй тканинi щитоподiбної залози для катепсинiв Н i L у разi наявностi оксифiльноклiтинних
змiн у вузловiй тканинi, а також зменшення — для катепсину Н у разi мiкрофолiкулярної
будови зобнозмiненої тканини.

Таким чином, результати дослiдження загальної активностi та активностi цистеїнових
катепсинiв у лiзосомах зi зобнозмiненої тканини щитоподiбної залози збiгаються з тими,
де вiдмiчена вiдсутнiсть у такiй тканинi iстотних зрушень у вмiстi мРНК i активностi ка-
тепсину В [6].

Вiдомо, що катепсини є медiаторами лiзосомального шляху клiтинної загибелi. Рiзнi
сигнали апоптозу, такi як активацiя специфiчних рецепторiв смертi чи р53, оксидативний
стрес чи iшемiя можуть iндукувати часткову проникнiсть лiзосомальної мембрани i ви-
хiд цих ферментiв у цитозоль. Залежно вiд ступеня проникностi лiзосомальної мембрани,
кiлькостi i “набору” активних катепсинiв, якi вивiльнюються в цитоплазму, активностi їх
внутрiшньоклiтинних iнгiбiторiв, запускається той чи iнший морфологiчний тип клiтин-
ної загибелi. Активацiя “класичного” шляху апоптозу вiдбувається шляхом розщеплення
катепсинами бiлка Bid, змiни конформацiї бiлка Вах та пiдвищення iнтенсивностi трансло-
кацiї цих бiлкiв до мiтохондрiй, за умови прямої активацiї пiд дiєю катепсинiв каспаз чи
протеолiзу їх iнгiбiторiв. Крiм того, катепсини безпосередньо беруть участь у деградацiї
структурних бiлкiв клiтини пiд час реалiзацiї апоптозної програми [9].

Данi лiтератури щодо апоптозу клiтин зобнозмiненої тканини щитоподiбної залози не-
численнi i свiдчать про невеликий вiдсоток клiтин, якi експресують рецептори смертi. До

Таблиця 1. Активнiсть катепсинiв Н, В (мкмоль паранiтроанiлiну/(год ·мг бiлка)) i L (од. абсорбцiї/(год ·мг
бiлка)) у лiзосомах i цитозолi незмiненої позавузлової тканини та зобнозмiненої тканини щитоподiбної залози
хворих з еутиреоїдним вузловим зобом

Позапухлинна тканина n Лiзосоми Цитозоль
Вiдсоток активностi

у цитозолi

Катепсин Н

Позавузлова незмiнена 8 34,6± 2,3 12,33 ± 1,56 65,8 ± 4,2

Зобнозмiнена, у т. ч. 20 32,5± 10,5 9,07± 2,14 60,0 ± 5,4

макрофолiкулярної будови 13 33,3± 14,9 7,52± 2,10 61,3 ± 5,9

мiкрофолiкулярної будови 4 28,9± 3,3 6,05± 2,16
∗

44,1 ± 4,5
∗

з оксифiльноклiтинними змiнами 3 34,0± 14,5 25,88 ± 5,41
∗

83,0 ± 6,2
∗

Катепсин В

Позавузлова незмiнена 8 30,1± 5,4 33,2± 6,5 83,5 ± 4,2

Зобнозмiнена, у т. ч. 20 32,2± 8,0 20,8± 2,9 80,3 ± 3,0

макрофолiкулярної будови 13 34,9± 11,1 19,2± 4,1
∗

78,3 ± 4,0

мiкрофолiкулярної будови 4 20,1± 3,3 24,4± 2,5 87,6 ± 2,1

з оксифiльноклiтинними змiнами 3 37,5± 9,2 24,2± 3,9 79,1 ± 6,6

Катепсин L

Позавузлова незмiнена 8 0,734 ± 0,051 0,082 ± 0,008 40,7 ± 4,9

Зобнозмiнена, у т. ч. 20 0,687 ± 0,092 0,077 ± 0,013 41,0 ± 4,3

макрофолiкулярної будови 13 0,603 ± 0,111 0,064 ± 0,012 42,6 ± 5,4

мiкрофолiкулярної будови 4 1,008 ± 0,188 0,090 ± 0,030 33,1 ± 8,9

з оксифiльноклiтинними змiнами 3 0,627 ± 0,177 0,183 ± 0,041
∗

59,8 ± 1,8
∗

∗Рiзниця порiвняно з активнiстю ферменту в позавузловiй незмiненiй тканинi щитоподiбної залози нормо-
фолiкулярної будови вiрогiдна (P < 0,05).
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того ж клiтини культури вузлового зоба резистентнi до лiгандiв цих рецепторiв. У той же
час протеосомна активнiсть у клiтинах вузлового зоба пiдвищена, що може свiдчити про
порушення проходження апоптозу, бо вiдомо, що низка про- та антиапоптозних бiлкiв роз-
щеплюється за участю протеосом [10]. За нашими попереднiми даними, базальний рiвень
неспецифiчної проникностi мембран мiтохондрiй, видiлених зi зобнозмiненої тканини ЩЗ
хворих на еутиреоїдний вузловий зоб, не вiдрiзняється вiд такого мембран мiтохондрiй з по-
завузлової незмiненої тканини, хоча зниження прикiнцевої швидкостi набряку може свiд-
чити про збiльшення кiлькостi мiтохондрiй з порушеними механiзмами iндукцiї вiдкрит-
тя мiтохондрiальних пор. Про вiдсутнiсть iнiцiацiї апоптозу на рiвнi мiтохондрiй свiдчить
також незмiнена активнiсть каспази-3 у зобнозмiненiй тканинi щитоподiбної залози хво-
рих [10].

З огляду на думку, що активацiя лiзосомального шляху iнiцiацiї апоптозу вiдбувається
при пiдвищеннi вмiсту катепсинiв у цитозолi внаслiдок їх виходу з лiзосом, звертають на
себе увагу результати дослiджень активностi ферментiв у цитозолi зi зобнозмiненої тка-
нини щитоподiбної залози. Активнiсть катепсину Н у тканинi мiкрофолiкулярної будови
i катепсину В у тканинi макрофолiкулярної будови зменшена порiвняно з такою в цитозолi
з незмiненої тканини. Проте про зниження iнтенсивностi транслокацiї ферменту з лiзосом
у цитозоль i, отже, про гальмування лiзосомної складової iнiцiацiї апоптозу можна певно
говорити лише в першому випадку, бо вiдсоток активностi катепсину Н у цитозолi зi зобно-
змiненої тканини залози зменшений лише за цих умов. Треба зазначити, що i в незмiненiй
позавузловiй чи позапухлиннiй тканинi щитоподiбної залози мiкрофолiкулярної будови та-
кож мають мiсце ознаки гальмування програмованої загибелi клiтин [11].

Навпаки, у цитозолi зi зобнозмiненої тканини залози за наявностi оксифiльноклiтинних
змiн спостерiгали вищу активнiсть катепсинiв Н i L, при цьому пiдвищена також i частка
активностi ферментiв у цитозолi щодо загальної їх активностi. Явище метаплазiї мiтохон-
дрiй (при неоксифiльноклiтинних ураженнях залози) подекуди спостерiгають при запаль-
них чи автоiмунних процесах, зокрема тиреоїдитах i хворобi Грейвса, чи у випадку клiтин-
ного стресу (наприклад, в опромiненiй залозi чи в залозi пацiєнтiв похилого вiку). Прiоритет
у виникненнi оксифiлiї дослiдники вiддають накопиченню у клiтинах мутацiй мiтохондрi-
альної ДНК, якi викликають змiни у мiтохондрiальному диханнi та синтезi АТФ при окисно-
му фосфорилюваннi, що призводить, зокрема, до пiдвищення утворення активних сполук
кисню та азоту. Iснують, проте, значнi сумнiви i складнощi у визначеннi причинно-наслiд-
кової ролi знайдених мутацiй, бо часто такi генетичнi змiни знаходять i в позапухлиннiй
тканинi контрольних зразкiв без ознак оксифiлiї [12].

Данi лiтератури щодо iнтенсивностi апоптозу за наявностi оксифiльноклiтинних змiн су-
перечливi: вiд iнформацiї про iнтенсивну фрагментацiю як ядерної, так i мiтохондрiальної
ДНК за вiдсутностi активацiї каспаз i морфологiчних змiн, характерних для апоптозу [13],
до реєстрацiї надекспресiї генiв каспази-3 i каспази-10, рецепторiв смертi Fas i TRAIL без
змiни експресiї про- i антиапоптозних бiлкiв родини Bcl-2 та iнтенсивностi мiжнуклеосомної
фрагментацiї ДНК [14]. У попереднiх наших дослiдженнях ми встановили, що в оксифiльно-
клiтинних аденомах має мiсце значне пiдвищення активностi каспази-3 одночасно з рiзким
зниженням величини трансмембранного потенцiалу мiтохондрiй та збiльшення активностi
катепсинiв Н i L в цитозолi, що в сукупностi свiдчить про активацiю апоптозу, зокрема
його мiтохондрiального i лiзосомального шляхiв [12]. Останнє можна припустити i для зоб-
нозмiненої тканини щитоподiбної залози хворих з еутиреоїдним вузловим зобом за умови
оксифiльноклiтинних змiн у нiй.
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Активность цистеиновых катепсинов в ткани щитовидной железы

больных с эутиреоидным узловым зобом

Снижение активности катепсина Н и ее доли в цитозоле из зобноизмененной ткани щи-

товидной железы больных с микрофолликулярным эутиреоидным зобом может свидетель-

ствовать о торможении лизосомального пути программированной гибели клетки. Напро-

тив, на активацию ее указывают данные о повышении активности катепсинов Н и L и про-

цента их в цитозоле из зобноизмененной ткани с признаками оксифильноклеточных изме-

нений.
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Activity of cysteine cathepsins in thyroid tissue of patients with

euthyroid goiter

The results of studies show a decrease of the activity of cathepsin H and its fraction in cytosol

from the goiter tissue microfollicular structure, indicating the inhibition of lysosomic ways for the

apoptosis initiation. Conversely, its activation indicates the increased activity of cathepsins H and L

and their fraction in cytosol from the goiter tissue with oxyphilic changes.
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