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Nowadays we approached the turn, when the molecular 
genetics and the cell biology with its extensive baggage of 
methods and data, allow us to work with information about 
nucleotide sequences of whole genomes, to edit the nucleo-
tide sequence of the genomes of laboratory animals and cul-
tured human cells and also explore functions and interactions 
of genetic elements in health and in disease. The use of these 
instruments opens up huge possibilities for the study of se-
vere human genetic abnormalities. In various laboratories 
around world an extensive work is carried out in this area by 
searching links between genetic elements and diseases, using 
the latest technology of genome editing and reprogramming 
somatic mature cells to a pluripotent stem condition. The 
most progressively developing area of research is the study 
of neurodegenerative diseases. In this review we discussed 
about possibilities and problems of using new techniques and 
instruments of cell biology, genetics and genomics in studying 
molecular and genetic basis of the pathogenesis of Parkin-
son’s disease.

Keywords: Parkinson’s disease, disease modeling, editing 
genomes, CRISPR/Cas9, alpha-synuclein.

В настоящее время мы подошли к рубежу, когда моле-
кулярная генетика и клеточная биология, обладая большим 
арсеналом данных и инструментов, позволяет нам опери-
ровать информацией о последовательностях нуклеотидов 
целых геномов, редактировать нуклеотидные последова-
тельности геномов лабораторных животных и культивируе-
мых клеток человека, а также исследовать функции и вза-
имодействие генетических элементов в норме и патологии. 
Применение данных инструментов открывает огромные 
перспективы для изучения тяжёлых генетических патоло-
гий человека. В различных лабораториях мира проводят 
масштабные работы в этом направлении, осуществляя 
поиск связей между генетическими элементами и заболе-
ваниями, используя новейшие технологии редактирования 
генома и репрограммирования соматических клеток к плю-
рипотентному состоянию. Среди наиболее прогрессивно 
развивающихся направлений исследований находится из-
учение нейродегенеративных заболеваний. В данном обзо-
ре мы рассмотрели перспективы и проблемы применения 
новых методов и технологий клеточной биологии, генетики 
и геномики для изучения молекулярно-генетических основ 
патогенеза болезни Паркинсона.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, моделирова-
ние заболеваний, редактирование геномов, CRISPR/Cas9, 
α-синуклеин.

Введение

Болезнь Паркинсона (БП) представляет собой 
хроническое, неуклонно прогрессирующее заболева-
ние головного мозга. Это второе по частоте встре-
чаемости (после болезни Альцгеймера) нейродеге-
неративное заболевание, связанное с нарушением 
баланса тормозных и активирующих взаимодействий 
между подкорковыми структурами головного мозга 
(рис. 1).

Ведущим морфологическим субстратом БП явля-
ется прогрессирующая дегенерация дофаминпроду-
цирующих пигментных нейронов в компактной части 
черной субстанции среднего мозга и формирование 
в гибнущих клетках α-синуклеинпозитивных цито-
плазматических включений – телец Леви [1]. Это 
сопровождается хронической дисфункцией дофа-
минергических путей, снижением уровня дофамина  
в эффекторных зонах мозга.
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Дофамин имеет несколько рецепторов (D1- и 
D2-рецепторы), расположенных не только в экс-
трапирамидной системе, но и в различных участках 
ЦНС, что обеспечивает клиническое разнообразие 
симптомов при дисфункции дофаминергических 
путей. Пресинаптические рецепторы дофамина 
играют роль в его синтезе и высвобождении в си-
наптическую щель, а постсинаптические рецепторы 
дофамина захватывают его, обеспечивая межкле-
точное взаимодействие [2].

История вопроса

Направление исследований в области знаний о 
БП можно отследить, обратившись к истории и вы-
делив несколько значимых этапов, меняющих пони-
мание и представление о проблемах и перспективах 
исследования.

Впервые болезнь была описана Джеймсом Пар-
кинсоном в 1817 г. Он же сделал вывод об основных 
клинических чертах: брадикинезия, тремор покоя, 
ригидность и постуральная неустойчивость. Однако 
кроме моторных проявлений отмечаются и немотор-
ные симптомы, такие как: депрессия, нарушения сна 
и памяти [3].

Затем Фриц Генрих Леви обнаружил и описал 
новые патогистологические структуры. Он иссле-
довал аутопсийный материал больных, умерших от 
дрожательного паралича, и в 1912 г. публикует ре-
зультаты патогистологического анализа 25 человек 
с диагнозом БП [4]. В ходе работы им были опи-
саны специфические внутриклеточные эозинофиль-
но окрашенные тельца в различных анатомических 
структурах мозга: ядрах таламуса, клетках блуждаю-
щего нерва, бледном шаре. Впоследствии они были 
названы тельцами Ф.Г. Леви. Его данные подтверж-
даются современными методами, более того, тельца 
Леви были найдены и в коре мозжечка [5], и в го-
лубом пятне [6]. Однако Леви не придал найденным 
образованиям особого значения, не найдя им места 
в патогенезе дрожательного паралича. В этом нет 
ничего удивительного, здесь настораживает именно 
распространённость процесса при вполне конкрет-
ных чётких топических нарушениях в структуре моз-
га. Связаны ли эти вещи, было непонятно.

И только на следующем этапе благодаря работам 
Константина Николаевича Третьякова была ограни-
чена та анатомическая область, деструкция и дис-
функция которой приводит к ригидности и тремору. 
Сравнительный патогистологический анализ голов-

Рис. 1. Схема функционирования базальных ганглиев в норме и при паркинсонизме
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ного мозга пациентов с паркинсонизмом, вслед-
ствие летаргического энцефалита Экономо, и паци-
ентов без диагноза энцефалит, позволил выявить 
связь между дегенеративными процессами в чёрной 
субстанции головного мозга и БП [3]. После много-
численных подтверждений данного предположения,  
в 1919 г. К. Третьяков сформулировал теорию, свя-
зывающую паркинсонизм с определенной анатоми-
ческой структурой в головном мозге – substantia 
nigra [3]. Только после этого в чёрной субстанции го-
ловного мозга были выявлены те самые тельца Леви,  
о которых упоминалось выше. Структуры, идентич-
ные тельцам Леви встречаются также в отростках, 
которые называются Леви нейриты. Выявление их 
в компактном веществе чёрной субстанции в атуоп-
сийном материале является основным патогисто-
логическим признаком БП, т.е. присутствие телец 
Леви в других структурах головного мозга не свя-
зывают с заболеванием, в то время как их наличие  
в чёрной субстанции является основой для подтверж-
дения диагноза post mortum. При БП поражается не 
только чёрная субстанция, происходит дегенерация 
нейронов других структур, однако, центральная роль 
отводится исключительно чёрной субстанции.

Четвертым этапом истории изучения БП стало 
открытие связи мутации A53T в гене PARK1 (SNCA), 
кодирующем белок α-синуклеин, и раннего дебюта 
БП [7]. Практически сразу после этого было показа-
но, что α-синуклеин является основным компонентом 
телец Леви и находится в агрегированном состоянии 
[8]. Было обнаружено, что накопление α-синуклеина 
также характерно для некоторых других нейроде-
генеративных заболеваний, таких как деменция  
с тельцами Леви [9] и мультисистемная атрофия [10].  
В последнем случае накопление α-синуклеина обна-
руживали не только в нейронах, но и в клетках глии. 
Это позволило выделить группу так называемых 
α-синуклеинопатий и запустило серию исследований 
этого белка.

Клиническая практика

Кроме недостаточной изученности механизмов 
возникновения заболевания, существует также про-
блема несовершенства диагностических критериев. 
Диагноз БП основывается на клинико-диагностиче-
ских критериях Банка Головного Мозга Общества БП 
Великобритании [11]:

1) наличие брадикинезии и, по крайней мере, 
одного из следующих симптомов – тремора, ригид-
ности или постуральной неустойчивости; 

2) наличие критериев, подтверждающих диагноз 
БП: одностороннее начало, тремор покоя, прогрес-
сирующий характер заболевания, стойкий эффект на 
прием препаратов леводопы; 

3) отсутствие критериев, исключающих БП (от-
сутствие в анамнезе повторных инсультов, черепно-
мозговых травм, энцефалита, окулогирных кризов, 
приема нейролептиков; отсутствие в клинической 
картине мозжечковых симптомов, надъядерного па-
ралича, наличия опухоли и сообщающейся гидроце-
фалии, ранней выраженной прогрессирующей веге-
тативной недостаточности и деменции).

Симптомы БП в дебюте асимметричны и харак-
теризуются обязательным сочетанием гипокинезии 
с ригидностью и(или) тремором покоя и значимым 
терапевтическим откликом на дофаминергические 
препараты.

Таким образом, несмотря на то, что прошло почти 
200 лет с момента первого клинического описания 
заболевания, а также большой прогресс в понима-
нии механизмов патогенеза заболевания, критери-
ями диагноза остаются те же признаки, что были 
описаны в 1817 г.

Метаболический путь синтеза дофамина состо-
ит из следующих этапов: фенилаланин – тирозин –  
L-дофамин – дофамин. Главный фермент, обе-
спечивающий переход L-дофамина в дофамин –  
декарбоксилаза ароматических аминокислот (ДАА). 
На сегодняшний день самым эффективным про-
тивопаркинсоническим средством, влияющим на 
все симптомы БП, остается леводопа (L-дофамин, 
3,4-дигидроксифенилаланин) [12, 13]. В отличие 
от дофамина, леводопа способна проходить сквозь 
гемато-энцефалический барьер (ГЭБ) [2]. Она за-
хватывается окончаниями сохранившихся нигро-
стриарных нейронов и, подвергаясь в них декарбок-
силированию, превращается в дофамин, который 
накапливается в пресинаптических пузырьках и вы-
деляется в синаптическую щель, поддерживая адек-
ватное функциональное состояние нейронов поло-
сатого тела. Однако декарбоксилазы ароматических 
аминокислот (ДАА) есть не только в центральной, 
но и периферической нервной системе. Декарбокси-
лирование леводопы в периферических тканях при-
водит к снижению её биодоступности для головного 
мозга, а также к массе нежелательных последствий, 
таких как тошнота, рвота, артериальная гипотензия 
[14]. В настоящее время леводопа применяется ис-
ключительно совместно с ингибиторами ДАА (карби-
допа или бензеразид).

У большинства больных с БП даже умеренные 
дозы леводопы вызывают значительное уменьшение 
основных симптомов заболевания [13]. С течением 
времени, однако, эффективность леводопы снижа-
ется. Это связано с несколькими аспектами:

1) по мере прогрессирования патологического 
процесса, нарушения начинают касаться других мо-
торных областей головного мозга или их связей, что 
может сыграть роль в ослаблении действия леводо-
пы [12];

2) снижение эффективности леводопы также 
связывают с уменьшением концентрации фермента, 
обеспечивающего конвертацию леводопы в дофамин 
– ДАА [15];

3) по мере деградации нигростриарных термина-
лей в стриатуме снижается их способность накапли-
вать дофамин в везикулах и плавно высвобождать 
его в синаптическую щель. Недофаминергические 
нейроны, в которых содержится ДАА, синтезируют 
дофамин из леводопы, но при этом не имеют меха-
низмов для регуляции его выделения. Вновь полу-
ченный дофамин из экзогенной леводопы не нака-
пливается и неконтролируемо в больших количествах 
высвобождается. Таким образом, выброс дофамина 
становится импульсным, напрямую зависящим от 
концентрации леводопы в крови, и стимуляция до-
фамина из тонической при физиологическом состо-
янии превращается в пульсирующую [14].

Если затормозить патологический процесс  
в substantia nigra или вовсе остановить его пока 
не представляется возможным, то воздействовать 
на концентрацию ДАА можно с помощью геномных 
технологий. Для восстановления адекватного уровня 
ДАА в полосатом теле и, как следствие, для усиле-
ния ответа на лечение леводопой, был разработан 
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вектор AAV2-hAADC, содержащий кДНК ДАА чело-
века, который протестировали на обезьянах [16] 
и крысах[15]. БП моделировали путём введения 
нейротоксина 6-гидроксидопамина. В эксперименте  
с обезьянами был поставлен вопрос о дозировке 
AAV-hAADC для достижения терапевтического эф-
фекта и значимого улучшения действия леводопы. 
По итогам инъекции AAV-hAADC от 0 до 55 единиц 
не показали должного эффекта, тогда как дозы от 
55 до 500 единиц существенно повышали воспри-
имчивость к терапии леводопой [16]. Исследование, 
проведенное на крысах, являлось продолжением 
экспериментов с обезьянами. Авторы полагают, что 
сняв лимит с фермента ДАА избавят пациентов от 
необходимости повышать дозу леводопы по мере 
прогрессирования заболевания. Кроме того, был 
проведен сравнительный анализ не только с век-
тором AAV2-hAADC и контролем – инъекция GFP, 
но и с применением карбидопы. Исследования по-
казали, что при отсутствии карбидопы, ингибитора 
ДАА, эффективность леводопы крайне низка вне 
зависимости от инъекции AAV2-hAADC, в то вре-
мя как при единовременном применении леводопы  
и карбидопы, показатели у животных, которым 
сделали инъекцию AAV2-hAADC, выше, чем у кон-
трольных (инъекция GFP). Максимальный терапев-
тический эффект был получен при соотношении ле-
водопы и карбидопы 4 к 1 [15].

После тестирования вектора AAV2-hAADC на жи-
вотных была проведена первая фаза клинических 
испытаний, в которой приняли участие 10 чело-
век, получавшие инъекции как низких, так и высо-
ких доз AAV2-hAADC билатерально в скорлупу [17].  
За 4 года наблюдений была отмечена стабильная 
экспрессия трансгенов и их безопасность для всех 
испытуемых, однако с течением времени показатели 
все же медленно ухудшались. Авторы подчеркнули, 
что необходимо использование более высоких доз 
вектора и дальнейшие контролируемые испытания 
этой методики [18].

К сожалению, разработанные различные про-
лонгированные формы леводопы, как оказалось, 
обладают меньшей биодоступностью, отсроченным 
началом действия, и, как следствие, пациентам не-
обходимы большие суточные дозы в сравнении со 
стандартными лекарственными формами [19].

К основным противопаркинсоническим средствам 
также относятся: 

– агонисты дофаминовых рецепторов: препара-
ты этой группы непосредственно взаимодействуют  
с постсинаптическими рецепторами стриатума (пре-
имущественно D2 – рецепторами), минуя дофами-
нергические нейроны. При этом воспроизводится 
эффект, сходный с действием дофамина, но степень 
его выраженности меньше, чем после приема лево-
допы. Агонисты дофаминовых рецепторов имеют 
длительный период полувыведения и более физио-
логично в сравнении с другими группами препаратов 
влияют на дофаминовые рецепторы [20];

– препараты группы амантадина способствуют уве-
личению высвобождения дофамина из пресинаптиче-
ских окончаний, оказывают умеренный эффект в отно-
шении гипокинезии и ригидности, мало воздействует 
на тремор, однако являются эффективным средством 
в профилактике и лечении дискинезий [21];

– ингибиторы ферментов, участвующих в катабо-
лизме дофамина, используют для уменьшения разру-
шения дофамина Большая часть дофамина в стриа-

туме метаболизируется моно-аминооксидазой типа B 
(МАО-B), частично – катехол-о-метилтрансферазой 
(КОМТ). Применение ингибитора МАО-В селегилина 
и ингибитора КОМТ толкапона или энтакапона спо-
собствуют уменьшению распада дофамина и повы-
шению его концентрации в мозге [22].

Кроме терапевтических методов лечения БП 
существуют нейрохирургические, включающие глу-
бокую стимуляцию подкорковых структур головного 
мозга, и деструктивные вмешательства.

Эффективность лечения во многом зависит от 
правильно выбранного кандидата для хирургии. Ре-
шение о том, какой конкретно тип операции будет 
рекомендован пациенту, должно быть основано на 
сбалансированном анализе показаний к хирургии, 
едином мнении невролога и нейрохирурга, наряду  
с активным участием пациента и его семьи. В каж-
дом случае выбор должен осуществляться индиви-
дуально в соответствии с симптоматикой и индиви-
дуальными потребностями пациента [23].

Многочисленные исследования показали, что  
у пациентов с атипичным паркинсонизмом, таким 
как надъядерный паралич, мультисистемная атро-
фия, деменция с тельцами Леви, сосудистый пар-
кинсонизм, нейрохирургическое лечение неэффек-
тивно [24]. Более того, степень тяжести симптомов 
паркинсонизма может значительно увеличиться 
после проведенной операции. Поэтому правильный 
диагноз БП является самым важным критерием от-
бора на хирургическое лечение [11]. Это довольно 
интересный факт, если предполагать, что происхож-
дение БП так же связано с α-синуклеином, как и вы-
шеперечисленные «атипичные формы».

Таким образом, БП – тяжелое заболевание, тера-
пия которого несовершенна. Не только в России, но и 
в мире в целом, наблюдается тенденция к увеличению 
продолжительности жизни. В связи с этим нараста-
ет актуальность в совершенствовании медицинских 
технологий, терапии патологий среднего и старшего 
возраста. Наиболее проблематичными являются за-
болевания, фенотип которых трудно смоделировать, 
а потому скорость прогресса в понимании их патоге-
неза, соответсвенно и разработки новых терапевти-
ческих средств, довольно низка. БП – одно из таких 
заболеваний. Развивающиеся технологии в области 
биомедицины находят решение проблемы изучения 
БП, позволяя осуществлять поиск мишений для тера-
пии и новые лекарственные средства.

Геномные технологии

В последнее десятилетие произошёл прорыв  
в развитии таких геномных технологий как секвени-
рование и редактирование генома, благодаря кото-
рым возможно не только заполнять пробелы в пони-
мании функций, назначения и структуры некоторых 
генов, но также и манипулировать ими, используя 
эту информацию. Это инструменты, расширяющие 
наши возможности в получении модельных организ-
мов, клеточных моделей и внедрении достижений 
биомедицины в клиническую практику.

Важную роль играют развивающиеся технологии 
секвенирования ДНК, которые включают определе-
ние нуклеодидных последовательностей геномов, 
секвенирование экзомов и кодирующих областей 
групп клинически значимых генов, а также секвени-
рование транскриптомов. Так, с помощью секвениро-
вания нового поколения в Китае были проанализиро-
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ваны данные 237 человек со спорадической формой 
БП, 143 мужчин и 94 женщин [25]. Прицельно ис-
следовали 48 генов-кандидатов и выявили четыре 
новые несинонимичные замены и шесть ранее ан-
нотированных. Однако секвенированием по Сэнгеру 
были подтверждены лишь аннотированные. Тем не 
менее, авторы подчеркивают, что ранее не проводи-
лось подобных исследований с целью найти некото-
рые редкие, но функционально значимые изменения 
в спорадических вариантах развития БП. В 2013 г. 
с помощью полноэкзомного секвенирования данных 
213 пациентов с диагнозом БП и 272 условно здо-
ровых человек как контрольной группы, были вы-
явлены некоторые определенные несинонимичные 
нуклеотидные замены в генах VPS35 и EIF4G1, ко-
торые связывают с возникновением БП [26]. В гене 
VPS35 были обнаружены замены p.P316S, p.Y507F, 
p.E787K, ни одна из которых не наблюдалась в кон-
трольной группе. В гене EIF4G1 было определено 
восемь несинонимичных замен, среди которых была 
одна известная ранее (p.R1205H), и все они, что 
интересно, локализуются в непосредственной бли-
зости к функциональным областям PABP и EIF4E 
гена EIF4G1[26]. Это позволяет предположить, что 
именно эти области играют значимую роль в функ-
ции белка, кодируемого EIF4G1. С другой стороны, 
высокая частота замен в этом районе может лишь 
свидетельствовать о его высокой толерантности к 
генетической изменчивости.

Другой, значимой для раскрытия функций генов 
и регуляторных элементов генома технологией яв-
ляется редактирование генома, которое включает 
в себя несколько инструментов. Одним из этих ин-
струментов являются программируемые нуклеазы 
ZNF (Zinc-finger nucleases). С помощью ZNF из клеток 
нейробластомы SH-SY5Y и HEK293 были получены 
клеточные линии, экспрессирующие слитый с GFP 
или люциферазой α-синуклеин [27]. Данные мо-
дельные системы авторы предлагают использовать 
как платформу для изучения α-синуклеина и поис-
ка новых лекарственных препаратов. Для создания 
модели БП на эмбриональных стволовых клетках 
человека (ЭСК), используя катализируемую ZFN го-

мологичную рекомбинацию, в клетки были внесены 
мутации A53T (G209A) и E46K (G188A) [28]. В этой 
же работе были получены индуцированные плюри-
потентные стволовые клетки (ИПСК) из фибробла-
стов пациента с БП, а затем, также с помощью ZFN-
опосредованной гомологичной рекомбинации была 
исправлена мутация A53T (G209A).

Относительно недавно была разработана система 
направленного редактирования геномов – CRISPR/
Cas9. Данный инструмент отличается от ZFN более 
высокой эффективностью и низкими временными 
и финансовыми затратами на проведение экспери-
ментов. Благодаря технологии CRISPR/Cas9 появи-
лась возможность избежать длительного и дорого-
стоящего процесса получения определенной линии 
животных моделей [29] (рис. 2). Среди животных 
моделей используют два подхода: линии животных, 
несущих определенную мутацию, ассоциированную 
заболеванием или целенаправленная дегенерация 
дофаминергических нейронов инъекцией нейро-
токсина. Фенотип последнего варианта тяжелее, 
чем первого. Второй вариант: использовать ИПСК. 
Чтобы их получить необходимо репрограммировать 
клетки пациента, страдающего болезнью Паркинсо-
на. Благодаря последующей дифференцировке кле-
ток в дофаминергические нейроны, можно получить 
«пациента в чашке Петри», исследовать морфоло-
гию и функционирование клеток. Можно использо-
вать различные приёмы: создание стресса, путём до-
бавления токсина, или создание условий ускоренного 
старения клеток (чтобы оценить их фенотип при ста-
рении). Двумя группами исследователей уже успешно 
были получены минисвиньи с нокаутами генов PARK6 
(PINK1) и PARK2(Parkin) [30], а также PARK7 (DJ-1), 
PARK6 (PINK1) и PARK2(Parkin) [31].

С помощью CRISPR/Cas9 были получены дан-
ные относительно спорадических случаев БП: 
были проанализированы различные варианты гена 
SNCA и обнаружено, что большинство вариаций 
связаны с некодирующей частью, энхансером, уве-
личивающим экспрессию гена путём связывания  
с транскрипционными факторами [32]. Несмотря на 
то, что SNCA является локусом с самым высоким 

Рис. 2. Схема моделирования болезни Паркинсона с помощью системы CRISPR/Cas9 на мышах
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риском для спорадической БП [33], при исследо-
вании спорадических случаев не было выявлено 
никаких изменений в кодирующей последователь-
ности [34]. Это позволило предположить, что дело 
лишь в увеличении уровня экспрессии этого гена 
[35]. В попытке проверить гипотезу, что энхансер 
будет влиять на экспрессию генов и специфические 
SNPs приведут к изменению уровня экспрессии, ис-
пользовали CRISPR/Cas9 [32]. В ЭСК человека был 
удалён участок энхасера, содержащий два ассоции-
рованных с риском развития БП SNPs (rs356168 и 
rs3756054). Гомозиготная линия ЭСК с удалённым 
участком стала контролем, также были созданы 
четыре гетерозиготные линии (вариации двух ассо-
циированных с риском SNP). Впоследствии клетки 
были подвергнуты дифференцировке в нейральном 
направлении и произведена количественная ПЦР 
для оценки уровня экспрессии мРНК α-синуклеина. 
Нейроны, несущие аллель G в rs356168, име-
ли значимо более высокий уровень экспрессии 
α-синуклеина по сравнению с нейронами контроля 
и нейронами, несущими аллель А в том же SNP 
сайте [32].

Подтверждение полученных данных, исследова-
ние молекулярных механизмов, с помощью которых 

продукты генов участвуют в патологических про-
цессах, редактирование обнаруженных мутаций  
in vitro и in vivo невозможно без построения адек-
ватных моделей. И, наконец, именно редактирова-
ние генома позволяет нам исправлять мутации на 
клеточных моделях, подтверждать их значимость 
и разрабатывать потенциально новые подходы  
к терапии. 

Модели для изучения болезни Паркинсона

Моделирование заболевания занимает централь-
ное место в «круговороте» поиска эффективных те-
рапевтических средств (рис. 3). 

На настоящий момент среди клеточных моделей 
наиболее приоритетной является модель на основе 
ИПСК, так как позволяет использовать клетки па-
центов, страдающих БП. Исследуя на клетках мо-
лекулярные основы патогенеза заболевания, можно 
подобрать мишени для терапии, изучить их поведе-
ние на модельных животных, подтвердить их роль, 
а затем вести подбор лекарственного средства,  
демонстрируя его эффективность и преимущества на 
клеточных, животных моделях, а затем переходить  
к клиническим испытаниям на людях.

Рис. 3. Система поиска потенциальных мишеней для терапии заболевания и тестирования новых лекарственных 
средств с помощью получения индуцированных плюрипотентных стволовых клеток из клеток пациентов, получения 
релевантных типов клеток и создания клеточной модели заболевания
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Модельные организмы

Для моделирования БП успешно используют мух-
дрозофилл Drosophila melanogaster [36–38] и не-
матод Caenorhabditis elegans [39, 40]. Были созда-
ны трансгенные линии мух, содержащих мутантный 
(A30P, A53T) и немутантный варианты α-синуклеина 
человека [37]. Была доказана потеря с возрастом 
небольшой субпопуляции дофаминергических ней-
ронов у дрозофил с мутантным α-синуклеином. Кро-
ме того, были обнаружены агрегаты α-синуклеина, 
которые авторы сопоставляют с тельцами Леви. 
Время появления включений α-синуклеина в мозге 
мушки зависело от уровня экспрессии α-синуклеина. 
Включения появлялись в 20–30-дневном возрасте, 
в более молодом возрасте картина иммунногисто-
химического окрашивания выглядела «диффузной», 
без включений. Особи, несущие мутацию SNCAA30P 
раньше, чем мухи дикого типа или SNCAA53Т, теряли 
способность двигаться вверх по стеклу. Дегенера-
ция также касалась сетчатки глаза [37]. Используя 
дрозофил, был исследован ген LRRK2. Для созда-
ния трансгенных мушек, экспрессирующих дикий тип 
LRRK2 человека или LRRK2G2019S применяли систему 
GAL4/UAS [36]. Были зафиксированы: селективная 
потеря дофаминергических нейронов, нарушение 
опорно-двигательной функции и ранняя смерть.  
Терапия леводопой улучшила фенотип, но не предот-
вратила потерю дофаминергических нейронов [36].

В исследовании на нематодах был использо-
ван штамм, который экспрессирует зеленый флу-
оресцентный белок именно в дофаминергических 
нейронах (BZ555) и трансген, экспрессирующий 
α-синуклеин человека в мышечных клетках (OW13), 
чтобы протестировать терапевтическое действие 
n-бутилиден-фтилада [40]. Было показано снижение 
дегенерации дофаминергических нейронов, умень-
шение накопления α-синуклеина. Авторы утвержда-
ют, что этот препарат может быть использован для 
усиления эффекта леводопы [40].

В случае моделирования БП на млекопитающих 
(чаще всего на мышах и крысах) используют два под-
хода: или разрушают прицельно дофаминергические 
нейроны среднего мозга путём введения нейроток-
синов, или используют мутантные линии животных, 
несущих ту или иную мутацию, ассоциированную  
с БП. Из нейротоксинов в основном применяют 

МРТР (метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин) 
или 6-гидроксидопамин [41].

Ключевой особенностью моделей на лабора-
торных грызунах является возможность оценить 
поведенческие фенотипы, особенно в нейроток-
сических моделях. На некоторых животных моде-
лях наследственной формы БП показана агрегация 
α-синуклеина, дисфункция митохондрий, некоторый 
дефицит передачи дофамина и поведенческие от-
клонения [41]. Но нейротоксические модели не 
воспроизводят физиологическую ситуацию при БП,  
а получение трансгенных линий мышей медленный  
и дорогостоящий процесс, который, в конечном счё-
те, не позволит отклониться от изучения одной кон-
кретной мутации, чтобы сделать некие обобщающие 
выводы, и также не поможет разобраться в том, что 
происходит на клеточном уровне.

Однако, грамотное использование имеющих-
ся средств и верное направление формирования 
гипотез, позволяют выявить новую, необходимую 
информацию, которую было бы неплохо проверить 
на клеточных моделях. В частности, накопление 
α-синуклеина в терминальных отростках нейро-
на позволило предположить, что он как-то связан  
с механизмами выделения нейромедиаторов. Экзо-
цитозное высвобождение нейромедиатора в синапти-
ческую щель осуществляет так называемый SNARE-
комплекс. Это очень большая группа белков, которая 
делится на две подгруппы: белки везикул (v-SNARE) 
и белки клеточной мембраны или мембраны орга-
неллы (t-SNARE). Все белки объединяет наличие од-
ного и того же домена, называемого SNARE-мотив, 
который способен к образованию прочной, но об-
ратимой сцепке [42]. Часть белков изучена благо-
даря тому, что они являются мишенями опасных 
токсинов, приводящих к ботулизму или столбняку. 
Синтаксин и SNAP-25 являются белками клеточной 
мембраны, а белок синаптобревин находится на по-
верхности везикулы. Для осуществления экзоцито-
за они формируют комплекс [42]. Ценные сведе-
ния были получены в результате объёмной работы  
J. Burre и соавт. (2010) [43]. Они показали на мы-
шах, что α-синуклеин непосредственно способствует 
сборке SNARE-комплекса посредством нефермен-
тативного механизма, одновременно связываясь  
с фосфолипидами мембран (через N-конец) и с си-
наптобревином-2 (через C-конец) (рис. 4). 

Рис. 4. 
Схема формирования  
SNARE-комплекса. Известно, 
что синаптобревин – белок 
на поверхности мембраны 
везикулы, в то время как белки 
синтаксин и SNAP-25 находятся 
на поверхности клеточной 
мембраны. Формирование 
комплекса между ними 
приводит к экзоцитозу 
содержимого везикулы. 
Конкретная роль α-синуклеина 
до конца неизвестна, однако, 
предполагают, что он также 
находится на поверхности 
везикулы, как и синаптобревин 
и способствует формированию 
SNARE-комплекса
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Кроме того, исследуя назначение синуклеинов, 
они осветили такой интересный факт: фенотип мышей  
с нокаутом всех синуклеинов (α-, β- и γ-) напоминает 
медленное прогрессирование нейродегенеративных 
заболеваний [43]. Полученные данные согласуются 
с предположением, что α-синуклеин вовлечен в ме-
ханизмы нейродегенерации.

Клеточные модели

Для моделирования БП на клетках используют 
различные культуры, среди которых клеточная ли-
ния НЕК293 [27, 44, 45], линия HeLa [45], клетки 
нейробластомы SH-SY5Y [27]. Преимущества ис-
пользования таких клеточных линий заключаются  
в простоте культивирования этих клеток, дешевизне, 
лёгкости трансгенеза, а также в том, что это клетки 
человеческого происхождения. Основными недо-
статками являются измененный кариотип и генотип, 
а также то, что они не относятся к релевантным ти-
пам клеток.

Моделью также могут послужить клетки пациен-
тов, страдающих БП. Чаще всего используют фибро-
бласты [46, 47], которые не являются релевантным 
типом клеток, но имеют генотип конкретного паци-
ента.

Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) обла-
дают плюрипотентностью, поэтому могут быть диф-
ференцированы в нейральном направлении и таким 
образом представляется возможность получить ре-
левантный тип клеток для исследований [28, 48]. 
Создание моделей наследственных форм заболева-
ний на основе ЭСК требует манипуляций с их гено-
мами, что сопряжено с определенными техническим 
трудностями. На сегодняшний день существует опре-
деленный набор протоколов, которые позволяют 
осуществлять направленную дифференцировку ЭСК 
в дофаминергические нейроны. Показано, что экс-
прессия генов Lmx1a [49], Lmx1b [50], Nurr1 [51]  
и Pitx3 [52] в ЭСК стимулирует их дифференцировку 
в дофаминергическом направлении, эффективность 
которой составляет около 18% [50]. Была предпри-
нята попытка получить модель БП путём переноса 
ядра фибробластов мыши, несущей мутацию, в оо-
циты, с целью последующего выделения и анализа 
ЭСК на стадии 4-клеточного зародыша. Мышь со-
держала делеции в гене Pitx3 и демонстрировала 
селективную потерю дофаминергических нейронов  
в substantia nigra [48]. Полученные ЭСК были про-
анализированы на способность дифференцировать-
ся в нейральном направлении.

Отличной заменой ЭСК при моделировании забо-
леваний человека, в том числе и БП, являются ИПСК. 
Основное приемущество данных клеток заключается 
в том, что они, как и ЭСК, плюрипотентны и обла-
дают свойством самообновления в культуре, но при 
этом могут быть получены из соматических клеток 
пациента любого возраста. Начало было положено  
в 2008 г., когда были получены ИПСК от пациентов  
с БП, мышечной дистрофией Дюшена, диабетом 

первого типа, синдромом Дауна и болезнью Гентинг-
тона [53]. Важным является то, что на моделях ней-
ронов, которые образуются при дифференцировке 
ИПСК, можно изучать молекулярные механизмы па-
тогенеза заболевания, патофизиологию, проводить 
поиск новых мишеней для лекарственной терапии и 
маркёров патологии. При моделировании заболева-
ния, как правило, используют биоматериал пациен-
тов, имеющих диагноз БП. Среди способов репро-
граммирования соматических клеток в ИПСК чаще 
всего используют так называемый «коктейль Ямана-
ки», включающий в себя гены, кодирующие транс-
крипционные факторы OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC. 
Затем, ИПСК подвергают направленной дифферен-
цировке в нейральном направлении. В исследовани-
ях работают с нейральными стволовыми клетками 
[54, 55], общим пулом полученных в результате 
дифференцировки нейронов [56, 57], клетками, по-
ложительными по экспрессии тирозингидроксилазы 
(дофаминергические нейроны) [58-61]. Исследу-
ют морфологию нейронов и их электрофизиоло-
гическую активность в нормальных условиях и в 
стрессовых, при добавлении некоторых токсинов. 
Есть исследования, направленные на оценку «ста-
рения» нейрона, на выявление изменений которые 
сопровождают дегенерацию нейронов от здоровых 
доноров и от доноров с патологией [41]. Благода-
ря новейшим методикам редактирования генома, 
появилась возможность исследовать мутации, ас-
социированные с заболеванием, исправляя их на 
стадии фибробластов и затем получая релевант-
ный тип клеток через ИПСК или на стадии непо-
средственно нейронов [62, 63]. Сочетание в ис-
следовании получения релевантного типа клеток и 
животных моделей позволяет изучать возможности 
заместительной клеточной терапии [64]. Данные, 
полученные на клеточных моделях БП в случаях на-
следственных и спорадических форм заболевания, 
рассмотрены ниже в контексте каждого отдельного 
гена, ассоциированного с БП.

Гены, ассоциированные  
с болезнью Паркинсона

По данным последних исследований мутации 
генов, ассоциированных с БП, приводят к некото-
рым фенотипическим проявлениям (табл. 1): 

1)  накоплению α-синуклеина; 
2)  морфологическим изменениям нейрона 

(уменьшение длины и количества отростков); 
3)  окислительному стрессу (уменьшение ми-

тохондриального дыхания, увеличение уровня 
моноаминоксидазы-В, повышенная подвержен-
ность воздействию клеточным стрессорам); 

4)  митохондриальной дисфункции; 
5)  дефекту аутофагии; 
6)  нарушению архитектуры ядра, его оболочки; 
7)  дисфункции синапсов.
Тип наследования мутаций различных генов не-

одинаков (табл. 2).
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Таблица 1. Фенотипические проявления мутаций в генах, ассоциированных с болезнью Паркинсона. 
Исследования на клеточных моделях, основанных на ИПСК

Ген Мутация Клеточная модель Результаты

С
с

ы
л

ки

PARK8

(LRRK2)

G2019S,

R1441G

Фибробласты репрограммированы 
ретровирусной доставкой OKSM  
в ИПСК. Использовали 2 протокола 
дифференцировки: в нейроны  
и их предшественники (нейральные 
прогениторные клетки)

1. Повышенное количество 
поврежденной митохондриальной ДНК 
в обоих вариантах мутантных нейронов 
и нейрональных предшественниках (но 
не в фибробластах и не в ИПСК)

2. Коррекция мутации G2019S  
с помощью ZFN исправила фенотип

[54]

G2019S ИПСК получены ретровирусной 
доставкой OKS. Дифференцировали 
до дофаминергических нейронов

1. Накопление α-синуклеина

2. Активность ШОА повышена  
в незрелых нейронах и снижена  
в зрелых

[60]

Фибробласты FFF-028 
репрограммированы ретровирусной 
доставкой OKS в ИПСК. 
Дифференцировка в нейрональные 
стволовые клетки

1. Повышен уровень окислительного 
стресса

2. Прогрессирующая дегенерация 
ядра

3. Сниженный уровень аутофагии

4. Нарушения нейрогенеза и 
дифференцировки в зрелые нейроны

5. Коррекция мутации G2019S 
исправила фенотип

[55]

ИПСК получены из фибробластов 
кожи ретровирусной доставкой OKSM. 
Дифференцировка  
в дофаминергические нейроны

1. Накопление α-синуклеина;

2. Высокая экспрессия МАРТ  
и накопление белка ТAU

3. Повышен уровень окислительного 
стресса

4. Сниженный уровень аутофагии

5. Изменение морфологии: снижены 
число и длина отростков нейронов

6. Повышенная активация ERK

7. Коррекция мутации G2019S 
исправила фенотип

[61]

Фибробласты пациента с БП 
были репрограммированы 
ретровирусной доставкой OKSM 
в ИПСК. Сокультивирование 
дофаминергических нейронов  
с астроцитами PA6

1. Накопление α-синуклеина

2. Уязвимость к химическим 
стрессорным агентам (перекись, 
6-OHDA, MG-132)

[59]

PARK6 
(PINK1)

C1366T, 
V170G

Фибробласты были 
репрограммированы ретровирусной 
доставкой OKSM в ИПСК. 
Дифференцировка  
в дофаминергические нейроны

1. Повышенный митохондриальный 
биогенез

2. Снижение привлечения паркина  
к поврежденной митохондрии

3. Нарушен клиренс поврежденных 
митохондрий

[115]

V170G Фибробласты были 
репрограммированы ретровирусной 
доставкой OKSM в ИПСК. 
Дифференцировка  
в дофаминергические нейроны

1. Утрата (инициированной 
деполяризацией мембраны 
митохондрии) убиквитинизации 
митофузина-2 и паркина

[114]
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Ген Мутация Клеточная модель Результаты

С
с

ы
л

ки

PARK8

(LRRK2)

и PARK6 
(PINK1)

LRRK2/

LRRK2/

PINK1 
(G2019S/

R1441C/

Q456X)

Фибробласты репрограммированы 
ретровирусной доставкой OKSM  
в ИПСК.  Дифференцировка в пул  
из CD56+ нейрональных клеток, 
нейронов и нейральных стволовых 
клеток

1. Повышенная уязвимость к большому 
спектру клеточных стрессоров, 
этот фенотип исправляется при 
добавлении ингибитора LRRK2, 
антиоксиданта CoQ и с помощью 
рапамицина. Клетки, с мутациями 
в PINK1, более подвержены 
окислительному стрессу, чем клетки  
с мутациями в LRRK2
2. Нарушение митохондриального 
дыхания

[56]

PARK1 
(SNCA)

A53T Полученные с помощью 
лентивирусной доставки OKSM ИПСК 
были дифференцированы в нейроны

1. Нитрозативный стресс
2. Снижена ЭПР-ассоциированная 
деградация ГЦазы и никастрина
3. NAB2 смягчает токсичность 
α-синуклеина, корректируя 
нитрозативный стресс

[96]

Полученные с помощью 
лентивирусной доставки OKSM 
ИПСК были дифференцированы в А9 
дофаминергические нейроны

1. Патологическая олигомеризация 
α-синуклеина и его накопление
2. Уязвимость к воздействию токсинов
3. Индуцированные токсином 
активные формы кислорода 
и NO приводят к снижению 
активности антиапоптотического 
транскрипционного фактора MEF2C
4. Повышен базальный уровень NO
5. Снижена транскрипция PGCα, 
частично исправляется ингибирование 
NO-синтазы
6. Активация MEF2C восстанавливает 
нормальную экспрессию PGCα  
и устойчивость к токсинам

[97]

Трипликация Фибробласты репрограммированы 
ретровирусной доставкой OKSM 
в ИПСК. Дифференцировка – 40% 
дофаминергических нейронов

1. Повышение уровня мРНК SNCA  
и белка α-синуклеина
2. Повышение секреции α-синуклеина

[94]

Фибробласты репрограммированы 
ретровирусной доставкой OKSM 
в ИПСК. Дифференцировка – 12% 
дофаминергических нейронов

1. Накопление α-синуклеина
2. Повышение экспрессии генов 
окислительного стресса
3. Повышение подверженности 
клеточной смерти под воздействием 
перекиси водорода

[95]

PARK2 Делеция 
экзонов:  
2-4;

Делеция 
экзонов 6 и 7

Фибробласты от 2 пациентов 
репрограммированы ретровирусной 
доставкой OKSM в ИПСК. 
Дифференцировка в нейроны  
(общий пул)

1. Нарушение регуляция в синапсах 
(спонтанный выброс дофамина, 
сниженный обратный захват)
2. Повышенная продукция активных 
форм кислорода
3. Усиленная экспрессия МАО и других 
генов окислительного стресса

[117]

Делеция 
экзонов:  
3 и 5;

Делеция 
экзона 3

Фибробласты от 2 пациентов 
репрограммированы ретровирусной 
доставкой OKSM и NANOG  
в ИПСК. Дифференцировка  
в дофаминергические нейроны

1. Накопление α-синуклеина
2. Нарушение морфологии 
митохондрий
3. Замедленная митофагия.
4. Усиленная экспрессия МАО и других 
генов окислительного стресса

[57]

Продолжение таблицы 1
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Ген Мутация Клеточная модель Результаты

С
с

ы
л

ки

PARK2

и PARK6 
(PINK1)

PINK1 
(Q456X) 
и PARK2 
(V324a)

Фибробласты репрограммированы 
с помощью вируса Сендай, 
экспрессирующего OKSM. 
Дифференцировка  
в дофаминергические нейроны 

1. Снижение длины дендритов 
(подобные морфологические 
изменения при мутации в LRRK2)
2. Снижение выживаемости нейронов 
в культуре

[138] 

GBA N370S/

84GG

Из фибробластов пациента с болезнью 
Гоше были получены ИПСК с помощью 
ретровирусной доставки OKSM.  
При дифференцировке выход около 
10% дофаминергических нейронов

1. Образование растворимых 
олигомеров α-синуклеина 
коррелирует со снижением 
лизосомального протеолизиса
2. Увеличение включений 
α-синуклеина коррелирует   
с нарушением работы лизосомальной 
системы аутофагии
3. Специфическое нарушение работы 
системы лизосомальной деградации 
α-синуклеина

[139]

Окончание таблицы 1

Ген Белок Тип наследования

PARK8 (LRRK2) Обогащённая лейциновыми повторами киназа 2 Аутосомно-доминантный

PARK1(SNCA) α-синуклеин Аутосомно-доминантный

PARK2 (Parkin) Паркин Аутосомно-рецессивный

PARK6 (PINK1) PTEN-индуцированная киназа 1 Аутосомно-рецессивный

GBA Глюкоцереброзидаза Аутосомно-рецессивный

Таблица 2. Типы наследования мутаций ряда генов при болезни Паркинсона

PARK8 (LRRK2)

Ген PARK8 (LRRK2) кодирует белок, являющий-
ся членом семейства киназ, обогащённых лейцино-
выми повторами. Этот белок обладает ГТФазной и 
киназной активностями. Замены внутри этого гена 
наиболее изучены не только потому, что встреча-
ются наиболее часто, но и потому, что клиническая 
картина при таких мутациях схожа с таковой при спо-
радических случаях возникновения БП [65].

При этом PARK8 (LRRK2) является потенциаль-
ной новой мишенью для терапии БП [66]. Среди из-
вестных мутаций в этом гене можно выделить: 

1)  в домене киназы, усиливающие киназную  
активность (G2019S, I2020T);

2)  в домене ГТФазы, снижающие ГТФазную  
активность (R1441G/C/H);

3)  в домене, связывающем два вышеописанных 
(Y1699C) [66].

Предыдущие исследования на клетках [67, 68], 
мухах [69], червях [70], трансгенных животных [71] 
показали, что гиперэкспрессия LRRK2G2019S может 
индуцировать или усиливать фенотип БП (нейроток-
сичность, нарушение секреции дофамина, измене-
ние морфологии отростков нейронов). Обнаружение 
патогенных мутаций в гене PARK 8 (LRRK2) откры-
ло возможность для терапии БП. Однако возник-
ли сложности из-за отсутствия знаний о биологии 
LRRK2 и адекватных доклинических моделей, чтобы 
разработать препараты для клинических испытаний, 

появились ограничения, связанные с проницаемо-
стью ГЭБ [66]. Наиболее перспективные ингибиторы 
GNE-0877 и GNE-9605 обладают достаточно высо-
кой проницаемостью через ГЭБ. Эти соединения 
продемонстрировали надёжное, дозозависимое 
ингибирование PARK8 (LRRK2) в головном мозге 
трансгенных мышей, экспрессирующих человече-
ский белок LRRK2G2019S [72], и, что немаловажно, 
эффект наблюдается и при пероральном приёме 
[73]. Другой новейший ингибитор MLi-2 в дозе  
10 мг/кг перорально демонстрирует максимальное 
снижение активности PARK8 (LRRK2) (до 90%)  
у мышей дикого типа через 1 ч. после приёма [74].

Другой проблемой для клинических испытаний 
является ожидаемое большое количество побочных 
эффектов со стороны таких органов как почки, лёг-
кие, периферическая иммунная система, т.к. они де-
монстрируют намного большую экспрессию PARK8 
(LRRK2), чем клетки мозга. Было высказано пред-
положение, что PARK8 (LRRK2) играет важную роль 
в иммунном ответе. Связь PARK8 (LRRK2) с имунной 
системой подчеркивается высокой экспрессией это-
го гена в моноцитах, макрофагах и первичных ми-
кроглиях [75], генетической предрасположенностью 
носителей мутации к воспалительным заболевани-
ям кишечника [76] и лепре [77], более того, сама 
экспрессия PARK 8 (LRRK2) стимулируется такими 
специфическими имунными сигналами, как IFNγ и 
агонистами TLR [78-80].
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Была предложена гипотеза, в которой причина 
идиопатической БП и некоторых случаев наслед-
ственной БП, связаны с дисрегуляцией воспалитель-
ной реакции. В качестве клеточной модели были 
использованы первичные дермальные фибробласты 
пациентов с БП. В контрольную группу входили 6 ус-
ловно здоровых доноров, в группу LRRK2G2019S – 4 па-
циента, LRRK2R1441G – 5 и в группу с идиопатической 
БП – 3 пациента. В мутантных клетках LRRK2R1441G 
и клетках от пациентов с идиопатической формой 
БП были обнаружены высокие уровни мРНК ЦОГ-2 
(циклооксигеназы-2) и сходный с контролем уровень 
конечного белка. Попытки выключить ген PARK8 
(LRRK2) привели к снижению уровня мРНК, однако 
не повлияли на уровень белка. Расхождение между 
уровнем РНК ЦОГ-2 и белка ЦОГ-2 привело авто-
ров к мысли, что PARK8 (LRRK2) может участвовать 
в стабилизации мРНК ЦОГ-2 [46]. Было показано, 
что белок HuR (антиген R человека) стабилизирует 
мРНК основных компонентов клеточной пролифера-
ции и роста [81], среди которых есть и мРНК ЦОГ-2 
[82]. HuR – ядерный белок, который после актива-
ции мигрирует в цитоплазму, где и стабилизирует 
мРНК [81]. Его функция зависит от сигнальных пу-
тей MAPK, p38 и ERK [82]. Исследования показали, 
что при идиопатической БП и при мутации в гене 
PARK8 (LRRK2) R1441G белок HuR преобладает  
в цитоплазме в отличие от группы контроля [46]. 
Таким образом, он может стабилизировать мРНК 
ЦОГ-2 в отсутствие каких-либо сигналов воспале-
ния. Кроме того, в этих клетках были обнаружены 
высокие уровни p38а [46]. Посмертно в substantia 
nigra пациентов с БП также были обнаружены вы-
сокие уровни ЦОГ-2 в сравнении с контролем [46]. 
Более того нейроны, несущие G2019S и R1441G 
мутации в PARK8 (LRRK2) показали нарушение сиг-
нализации NF-kB и изменение генов-мишеней для 
транскрипции NF-kB под воздействием нокдауна гена 
PARK8 (LRRK2) [83]. В результате анализа полу-
ченных данных, авторы предлагают другой путь для 
терапии: не только ингибиторы PARK8 (LRRK2), но  
и нестероидные противовоспалительные средства, 
ингибирующие ЦОГ-2 [46]. Однако вопрос касатель-
но точных механизмов и роли LRRK2 в воспалитель-
ном ответе до конца не изучен и требует дальнейших 
исследований.

Если же подходящий ингибитор будет найден, 
возникает вопрос на этапе клинических испытаний. 
Нужно ли лечить носителей мутации для того, что-
бы предотвратить развитие заболевания или только 
уже имеющих патологию с целью остановить её про-
грессирование? Пенетрантность мутации G2019S 
оценивается как 20–50% [84, 85]. Соответственно, 
маловероятно, что такое лекарственное средство 
станут применять для носителей мутации. Проблема 
переноса этих достижений в клинику основана на от-
сутствии идеальных доклинических моделей, кото-
рые бы доказывали эффективность и безопасность 
данных препаратов для испытаний на людях. Наибо-
лее многообещающим выглядит моделирование БП 
на нейронах, дифференцированных из ИПСК с при-
менением высокоселективных ингибиторов PARK8 
(LRRK2).

На настоящий момент, с помощью ИПСК уда-
лось получить некоторые сведения относительно 
нарушений, связанных с мутациями в гене PARK8 
(LRRK2). Дисфункцию PARK8 (LRRK2) ассоциируют 
с уменьшением количества отростков нейронов и на-

рушенными механизмами аутофагии [86, 87]. Была 
обнаружена связь между геном PARK8 (LRRK2)  
и уровнем α-синуклеина. Накопление α-синуклеина 
может происходить в результате повышенной транс-
крипции или трансляции или сниженной деградации. 
В работе были использованы пациент-специфичные 
нейроны, дифференцированные из ИПСК, несущих 
мутации в гене PARK8 (LRRK2). Данные, полу-
ченные в результате проведенных исследований, 
противоречивы: т.к. в одной группе было показано 
повышение транскрипции гена PARK1 (SNCA) [59], 
а в других группах этот результат не подтвердился 
[58, 59, 61].

Существует иная гипотеза о том, что мутантный 
LRRK2 влияет на уровень α-синуклеина, нарушая 
шаперон-опосредованную аутофагию (ШОА) – меха-
низм деградации α-синуклеина [60]. Было обнару-
жено, что α-синуклеин находится там же, где и лизо-
сомальные маркёры. Это позволило предположить, 
что α-синуклеин накапливается в лизосомах, когда 
снижена его деградация. Однако прицельное инги-
бирование ШОА в PARK8 (LRRK2)-мутантных клет-
ках имеет более выраженное влияние на уровень 
α-синуклеина, чем в контрольных (клеткам 3 нед.). 
То есть в мутантных клетках по гену PARK8 (LRRK2) 
ШОА более активна, а уровень α-синуклеина высок. 
Авторы считают, что, исходя из этого, механизм 
не может быть приписан дефекту ШОА. Однако, не 
стоит исключать вариант, что мутации гена PARK8 
(LRRK2) хоть и не приводят к ингибированию ШОА, 
но при этом существенно снижают эффективность 
его работы. Изучая влияние мутации G2019S в гене 
PARK8 (LRRK2) на компоненты ШОА было проде-
монстрировано, что она приводит к ингибированию 
белка LAMP2A [60]. LAMP2A – лизосом-ассоцииро-
ванный мембранный белок, который имеет три фор-
мы в зависимости от альтернативного сплайсинга, 
формы 2А, 2В и 2С. Форма 2А представляет собой 
рецептор к ШОА. Авторы приходят к выводу, что на-
копление α-синуклеина связано с скомпрометиро-
ванным механизмом ШОА.

Показано, что замены аминокислот в LRRK2 вли-
яют на морфологию клеток, приводя к уменьшению 
числа и длины дендритов, изменениям морфоло-
гии ядерной мембраны, однако, каковы механизмы 
такого влияния неизвестно [58, 60, 61]. Предпо-
лагают, что они могут быть связаны с комбинацией 
сверхактивации ERK-сигнального пути, изменени-
ем экспрессии генов и дефектами аутофагии [88].  
В одном исследовании были обнаружены изменения 
ядра клетки: нарушение его архитектуры и частичная 
потеря ламинина В1 и В2 [55].

PARK1 (SNCA)

Ген PARK1 (SNCA) кодирует нейрональный пре-
синаптический белок α-синуклеин, концентрация 
которого более всего высока в нервных окончаниях 
[89]. Агрегации α-синуклеина были найдены в тель-
цах Леви [8]. Его накопление связывают с причиной 
ряда болезней, синуклеинопатий, в которые входит 
не только БП, но и деменция с тельцами Леви, муль-
тисистемная атрофия и др. [90–92].

Мутации этого гена ассоциированы с тяжёлой, 
рано дебютирующей формой БП [93]. Среди них как 
миссенс-мутации (такие как A53T, E46K, A30P), так 
и увеличение копийности гена (дупликации и три-
пликации). Наиболее интересной здесь является 
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трипликация. Однако, данные снова противоречивы.  
В одном исследовании было показано, что нако-
плению белка α-синуклеина соответствует большее 
количество мРНК PARK1 (SNCA) в полученных из 
ИПСК нейронах, несущих маркёры тирозингидрокси-
лазы [94], а в другом исследовании не было найдено 
существенных различий в экспрессии PARK1 (SNCA) 
между полученными из ИПСК нейронами (без опре-
деления каких-либо маркёров) и контролем [95]. 
Также в исследовании B. Byers и соавт. (2011) было 
показано, что трипликация PARK1 (SNCA) приводит 
к окислительному стрессу и повышению уровня экс-
прессии моноаминоксидазы-А [95]. Однако сама 
трипликация целого гена влияет на большой локус 
в геноме, и нельзя сказать, что ответственность за 
такой фенотип несёт только ген PARK1 (SNCA).

При исследовании фенотипа мутации А53Т  
C. Chung и соавт. (2013) показали, что в нейро-
нах были повышены такие показатели, как уровень 
NO и нитрования белков [96]. Предполагают, что  
в данном случае повышенный уровень NO приводит 
к нитрозирующему стрессу. Фактор транскрипции 
MEFC2 в этом случае поддаётся инактивирующему 
влиянию свободных радикалов, при этом являясь 
основным механизмом S-нитрозилирования Cys39 
остатка α-синуклеина [97]. Этот фенотип был ча-
стично исправлен добавлением L-NAME, ингибитора 
NO-синтазы. Удивительно, но применение изоксазо-
ла для активации MEFC2 почти полностью нивелиро-
вало влияние различных митоходриальных токсинов, 
таких как ротенон.

В недавней работе августа 2016 г. с помо-
щью технологии FRET были получены данные по 
α-синуклеину, частично подтверждающие результа-
ты вышеупомянутой работы 2010 г. на мышах [43]. 
Было обнаружено, что α-синуклеин также располага-
ется на поверхности везикулы и к тому же плотность 
его распространения очень близка к плотности си-
наптобревина на поверхности той же везикулы [98]. 
Исходя из этого, авторы сделали предположение, 
что α-синуклеин является частью всего комплекса, 
что согласуется с теми выводами, к которым ины-
ми путями пришёл J. Burre (2010) [43]. Более того, 
α-синуклеин вовлечен в индукцию формирования 
структуры везикулы, приводя к сворачиванию били-
пидного слоя [99–101]. Так, α-синуклеин участвует 
в индукции образования везикулы и связывается  
с синаптобревином. Α-синуклеин имеет в своей 
структуре нерегулярную часть. Возможно, считают 
авторы, существует некий третий фактор, который 
стабилизирует нерегулярную часть α-синуклеина, 
приводя при этом к дестабилизации мембраны ве-
зикулы и запуская процесс взаимодействия SNARE-
комплекса с последующим высвобождением содер-
жимого везикулы за пределы клетки [98].

Предполагают, что α-синуклеин меняет свою кон-
формацию в зависимости от окружения и способен 
выполнять различные функции, одна из которых  
в пресинаптической терминали связана с взаимо-
действием со SNARE комплексом, а другая – с ре-
гуляцией синтеза дофамина. Возможно, он может 
участвовать в транспорте дофамина к пресинаптиче-
ской щели [102].

Ответвлением в изучении гиперэкспрессии 
α-синуклеина являются работы, направленные на 
поиск влияния микрофлоры кишечника на состо-
яние нервной системы. Существуют данные, сви-
детельствующие о двунаправленности процессов 

между ЦНС и кишечником в тревожных состояниях, 
депрессии и расстройствах аутистического спектра 
[103–105]. Полагают, что медиаторы, иммунная 
сигнализация, гормоны и нейропептиды, секретиру-
емые в кишечнике, могут оказывать влияние на ЦНС 
[106, 107]. Трансгенные животные с гиперэкспрес-
сией α-синуклеина в отсутствие микрофлоры или 
под воздействием антибиотиков демонстрируют сни-
жение активации микроглии, двигательные наруше-
ния, обнаруживаются включения α-синуклеина в до-
фаминергических нейронах по сравнению с теми же 
трансгенными животными с нормальной (сложной) 
микрофлорой кишечника [108]. При этом восста-
новление микрофлоры приводит к снижению прояв-
ления вышеописанных симптомов. Это позволоило 
предположить, что взаимодействие сверхэкспрессии 
α-синуклеина и нарушения микрофлоры кишечника 
влияет на исход заболевания. Увеличение состо-
яния активации микроглии и производство провос-
палительных цитокинов приводят к гибели нейронов  
в моделях БП и других нейродегенеративных заболе-
ваний [109, 110]. Провоспалительные факторы, вы-
деляемые микробиотой, могут проникать через ГЭБ 
и повышать реактивность микроглии. Интересно, 
что воспалительное микроокружение увеличивает 
агрегацию α-синуклеина, что может дополнительно 
активировать ранее интактные микроглии и, таким 
образом, замыкать порочный круг прогрессирования 
заболевания [111]. Таким образом, авторы предпо-
лагают, что активация микроглии, являющейся мар-
кером нейродегенеративного процесса, происходит 
при нарушении сложной микрофлоры кишечника и 
выделении ею провоспалительных факторов. В то 
время как под воздействием антибиотиков сохраня-
ется фенотип заболевания, связанный с накоплени-
ем α-синуклеина, а при наличии условно нормальной 
микрофлоры кишечника фенотип заболевания не-
сколько исправляется. Гипотеза такова: нарушение 
микрофлоры кишечника является важным сопут-
ствующим фактором при БП, усиливающим фенотип 
заболевания. 

PARK2 (Parkin) и PARK6 (PINK1)

Ген PARK2(Parkin) кодирует белок паркин. Этот 
ген экспрессируется в различных тканях, но более 
всего в черной субстанции головного мозга. Счита-
ется, что он участвует в процессе убиквитин-зависи-
мой деградации белка [112]. Для присоединения мо-
лекул убиквитина к белку должна пройти каскадная 
реакция с Е1 – убиквитинактивирующим ферментом, 
затем с Е2 – убиквитинконъюгирующим ферментом 
и с Е3 – убиквитинлигирующим ферментом. Пола-
гают, что паркин обладает убиквитинлигирующими 
свойствами [112]. В то же время ген PARK6 (PINK1) 
кодирует митохондриальную PTEN-индуцированную 
киназу 1, которая тем или иным образом осущест-
вляет защиту митохондрий от стрессорных агентов 
[113]. Предполагается, что эти два гена действуют  
в одной системе, где паркин отслеживает целост-
ность митохондрии и, в случае её повреждения, за-
пускает через PARK6 (PINK1) механизмы аутофагии 
(в литературе используется термин митофагия –  
аутофагия митохондрий). Есть теория, что в меха-
низмах митофагии PARK6 (PINK1) играет роль, 
перекрывающую PARK2 (Parkin). В 2013 г. команда  
A. Rakovic показала, что при мутации PARK6 (PINK1) 
обнаруживается дефицит паркина [114]. Такие  
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клетки характеризуются сниженным мембранным 
потенциалом митохондрий и сниженной активно-
стью митохондриального комплекса I. Интересно 
то, что лентивирусная экспрессия продукта PARK6 
(PINK1) в таких дофаминергических нейронах при-
вела к восстановлению уровня паркина в митохон-
дриях [115].

Мутации этих генов ассоциированы с ранним де-
бютом БП и аутосомно рецессивным типом наследо-
вания [116].

В то время как одна группа исследователей пока-
зала повышенный уровень активных форм кислорода 
в нейронах с мутацией Parkin, производя измерения 
по индикатору 2’,7’-дихлордигидрофлуоресцеи-
ну (ДХФ) [57], другая группа не отметила никаких 
признаков повышенного базального окислительного 
стресса, которые они измеряли косвенно, через на-
личие карбонил-белков (маркёров окислительного 
стресса) в нейронах [117]. Мутантный паркин также 
связан с дестабилизацией микротрубочек, что при-
водит к укорочению отростков и снижению выживае-
мости клетки [118].

Достоверно стало известно только то, что эти 
клетки стали более уязвимы к окислительному 
стрессу. Кроме митофагии и участия в протеасом-
ной деградации белков, паркин также ассоциируется 
с гомеостазом дофамина. Обнаружено, что нейро-
ны с дисфункцией паркина обладают повышенным 
спонтанным высвобождением дофамина и сни-
женным поглощением его, что предполагает нали-
чие больших концентраций внеклеточного дофамина  
in vivo [117].

Подобная картина наблюдается и при мутациях 
гена PARK6 (PINK1). Интересно, что повышенная 
чувствительность нейронов устраняется после об-
работки клеток ингибитором PARK8 (LRRK2), что 
позволяет предположить, что он как-то участвует  
в гибели клеток в результате мутаций PARK6 (PINK1) 
[56].

GBA1

Этот ген кодирует лизосомальный мембранный 
белок бета-глюкоцереброзидазу (иначе, бета-глю-
козидазную кислоту, ГЦаза). Мутации этого гена 
до определенного момента связывали только с бо-
лезнью Гоше. При этой патологии недостаточность 
лизосомального фермента глюкоцереброзидазы 
приводит к накоплению глюкоцереброзида во многих 
тканях [119]. Но появились работы, связывающие 
мутации в гене GBA1 и БП, поскольку выяснилось, 
что они также приводят к накоплению α-синуклеина 
и встречаются у пациентов, имеющих диагноз болез-
ни Паркинсона [120, 121]. Сниженная активность 
глюкоцереброзидазы была обнаружена как у пациен-
тов с наследственной формой болезни Паркинсона, 
так и со спорадической.

Обнаружен двунаправленный эффект между на-
коплением α-синуклеина и дефицитом активности 
ГЦазы. Накопление белка увеличивает дефицит ак-
тивности фермента, сниженная активность фермен-
та приводит к накоплению белка [122].

Существуют также другие генетические мутации, 
в генах PARK17 (VPS35), PARK7 (DJ-1), PARK14 
(PLA2G6), PARK5 (UCHL1) и MAPT, роль которых 
требует разъяснения в дальнейших исследованиях 
[123, 124]. Также был обнаружен новый ген, име-
ющий ассоциацию с БП, кодирующий трансмембран-

ный белок 230 (ТМЕМ230) [125]. В первичных ней-
ронах мыши патологические варианты ТМЕМ230 
влияли на движение синаптических пузырьков, что 
позволяет предположить, что ТМЕМ230 замедляет 
везикулярный транспорт. Далее авторы получили 
линию НЕК293 с патогенным вариантом ТМЕМ230 
и обнаружили увеличение уровня α-синуклеина 
[125].

Некодирующие РНК и болезнь Паркинсона

В геноме человека – около 1,5–2% белок-коди-
рующих последовательностей, а оставшаяся часть, 
подвергающаяся транскрипции, но не кодирующая 
белки, представляет собой некодирующие РНК 
[126]. Полагают, что они обладают важной регуля-
торной активностью в развитии клетки, выполнении 
её функций, а также играют роль в патогенезе забо-
леваний [127, 128]. Среди некодирующих РНК наи-
более изучены микроРНК.

Ключевую роль в процессинге малых интерфе-
рирующих РНК (siRNA) и микроРНК (miRNA) игра-
ет рибонуклеаза Dicer [129]. В исследовании на 
эмбриональных стволовых клетках (ЭСК) делеция  
в Dicer приводила к потере популяции дофаминерги-
ческих нейронов при дифференцировке. Более того, 
фенотип дофаминергических нейронов был восста-
новлен трансфекцией miRNA [130]. Эта работа по-
казала, что некоторые гены, связанные с БП, могут 
быть подвержены влиянию miRNA. Например, экс-
прессия α-синуклеина модулируется miR-153 и miR-
7, которые напрямую связываются с 3’UTR областью 
гена α-синуклеина [131, 132]. В одной из работ 
были найдены шесть микроРНК, которые могут уча-
ствовать в патогенезе БП. У нелеченных пациентов  
в сравнении с контролем были снижены уровни miR-
1, miR-22, miR-29а, в то время как у пациентов, про-
ходивших лечение были повышены уровни miR-16-
2, miR-26а-2, miR-30а в сравнении с пациентами, 
не получавшими лечения. Все эти микроРНК могут 
быть связаны с действием α-синуклеина, а miR-1  
и miR-30а вероятно играют роль в транспортиров-
ке дофамина [133]. После начала проявления сим-
птомов проводили исследование микроРНК плазмы 
крови пациентов с БП (31 человек) и контрольных 
здоровых людей (25 человек). Была выявлена значи-
мо возросшая экспрессия только одной miR-331-5р 
[134]. В другом исследовании нашли 16 микроРНК, 
экспрессия которых была выше у пациентов с БП, 
чем у здоровых людей. Из них три, miR-16, miR-20а 
и miR-320 – были обнаружены в лейкоцитах крови 
[135]. Подобные исследования крайне актуальны, 
поскольку, как уже было описано, диагностических 
критериев для обнаружения БП на ранних стадиях 
крайне мало, и на данный момент не существует 
конкретных биомаркеров заболевания. Специфиче-
ской микроРНК для дофаминергических нейронов 
считают miR-133b, формирующую отрицательную 
обратную связь с фактором транскрипции PITX3,  
в дофаминергических нейронах среднего мозга. 
Подавление этой микроРНК играет важную нейро-
протективную роль [130]. Ингибирование miR-205 
в мышиной модели БП привело к увеличению экс-
прессии гена PARK8 (LRRK2) [136].

Таким образом, многочисленные исследования, 
посвященные изучению микро РНК, доказывают 
важную роль нарушений их регуляции в патогенезе 
БП [137].
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Заключение

В изучении БП есть два основных направления 
для исследований: решение вопросов клинического 
характера и фундаментального. Фундаментальным 
является понимание сути происходящих процессов, 
взаимодействия генов и их функции в норме. На  
настоящий момент для большей части генов, ас-
социированных с БП, неизвестны взаимодействия 
между ними (рис. 5). 

Наибольшее развитие в изучении получили «ос-
новные» гены, ассоциированные с БП, PARK1 (SNCA) 
и PARK8 (LRRK2).

Важной задачей исследований остаётся по-
иск лекарственных препаратов для терапии БП и 
улучшения качества жизни пациентов. Для этого 
необходима совместная работа различных специ-
алистов по поиску терапевтических мишеней, раз-
работке лекарственных препаратов и их тестирова-
нию. На настоящий момент, на этап первой стадии 
клинических испытаний вырвался разработанный 
вектор AAV2-hAADC, содержащий кДНК ДАА че-
ловека, позволяющий предотвратить ограничение 
фермента, необходимого для конвертации леводо-
пы в дофамин. Проходят доклинические испытания 
ингибиторы PARK8 (LRRK2), GNE-0877, GNE-9605 
и MLi2. Разрабатываются новые лекарственные 
средства, ведётся поиск соединений, смягчающих 
патологический фенотип (n-бутилиден-фтилад, 
NAB2). Предлагается протестировать НПВС в но-

вом ключе для терапии БП, исходя из новых данных 
о связи LRRK2 и механизмов воспаления. Актив-
но идёт поиск новых мишеней для терапии, новых 
генов, вовлечённых в патологическое состояние, 
мутаций, приводящих к патологическому фенотипу. 
Осуществляется поиск причин для возникновения 
спорадических форм БП. В контексте же опреде-
ленных мутаций, с развитием технологий редак-
тирования генома, можно ожидать, что далее они 
будут лишь совершенствоваться, и откроют пер-
спективы для безопасного редактирования генома 
человека in vivo.

Список обнаруженных микроРНК, вовлеченных  
в патогенез БП постоянно растёт, и крайне актуально 
не только искать всё новые и новые взаимосвязи, 
сколько структурировать и систематизировать вза-
имоотношения между белок-кодирующей и неко-
дирующей частью генома. Это позволит не только 
устанавливать связи между некоторым фенотипом и 
конкретными микроРНК или геном, но и найти мише-
ни для терапии и исправления патологии. МикроРНК 
крайне перспективны для обнаружения маркёра ран-
ней стадии БП.
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Рис. 5. Схема иерархии регуляции экспрессии генов, основные патологические фенотипические черты  
при мутациях генов GBA1, PARK1 (SNCA), PARK6 (PINK1), PARK8 (LRRK2), PARK2 (Parkin).  
Приведены некоторые гены, ассоциированные с болезнью Паркинсона, данных о роли которых крайне 
недостаточно
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