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Аннотация
Введение. Технологии культивирования индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) предоставляют возможность для моделирова-
ния нейродегенеративных заболеваний in vitro и поиска их ранних биомаркеров.
Цель исследования — оценить активность генов, вовлечённых в функционирование митохондрий, на культурах дофаминергических нейронов — произ-
водных ИПСК — при генетических формах болезни Паркинсона (БП). 
Материалы и методы. Культуры дофаминергических нейронов были получены путём клеточного репрограммирования от пациентов с БП, являющихся 
носителями мутаций в генах SNCA и LRRK2, а также от здорового донора (контроль). С помощью технологии мультиплексного профилирования 
генной экспрессии на платформе «NanoString» оценивали экспрессию 112 генов, участвующих в структурно-функциональной организации митохондрий 
и собранных в специальную «митохондриальную» панель.
Результаты. При сравнении характеристик нейронов, полученных от пациентов с генетическими формами БП и в контроле, выявлены различия 
в активности генов, продукты которых связаны с работой митохондриального дыхательного комплекса, ферментами цикла трикарбоновых кислот, 
биосинтезом аминокислот, окислением жирных кислот, метаболизмом стероидов, гомеостазом кальция в клетке, утилизацией свободных радикалов. 
Ряд генов показал также дифференцированную экспрессию в культурах с мутациями SNCA и LRRK2; в дополнение к указанным выше функциям дан-
ные гены контролируют митофагию, синтез митохондриальной ДНК, окислительные реакции, процессы детоксикации клетки и апоптоз, метаболизм 
белков и нуклеотидов.
Заключение. Выявленные в настоящем пилотном исследовании изменения экспрессии генных сетей подтверждают роль нарушений митохондриального 
гомеостаза в молекулярном патогенезе БП и могут способствовать разработке биомаркеров и поиску новых терапевтических мишеней при SNCA- 
и LRRK2-ассоциированных формах заболевания.
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Abstract
Introduction. Induced pluripotent stem cells (iPSCs) culturing allows modelling of neurodegenerative diseases in vitro and discovering its early biomarkers.
Our objective was to evaluate the activity of genes involved in mitochondrial dynamics and functions in genetic forms of Parkinson's disease (PD) using cultures 
of dopaminergic neurons derived from iPSCs. 
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ное измерение экспрессии сотен генов-мишеней в одной 
реакции [4, 5]. Преимуществами данной технологии по 
сравнению с традиционными методами анализа экспрес-
сии генов являются высокая автоматизация, производи-
тельность и воспроизводимость полученных результатов. 
Чувствительность метода сопоставима с ПЦР в реальном 
времени [6]. В основу рассматриваемой технологии из-
мерения положено мечение исследуемых мишеней уни-
кальными цветовыми штрих-кодами, прикреплёнными к 
мишень-специфичным зондам, с их последующей детек-
цией [7]. За счёт исключения из технологического процесса 
предварительных этапов обратной транскрипции и ампли-
фикации [8] и, как следствие, связанных с ними ошибок 
метод демонстрирует высокий уровень точности и чувстви-
тельности, позволяющий использовать малые концентра-
ции и объёмы исходного материала [4, 5].

В настоящее время при анализе механизмов развития БП 
значительное внимание уделяется исследованию динами-
ки митохондрий [9, 10]. В нашей работе мы использовали 
технологию мультиплексного профилирования генной 
экспрессии с помощью шрихкодирования на платформе 
«NanoString» для оценки активности генов, вовлечённых 
в функционирование митохондрий, на культурах дофами-
нергических нейронов — производных ИПСК — у пациен-
тов с генетическими формами БП.

Материал и методы

Получение клеточных культур

Кожные биоптаты для исследования были получены от 
3 испытуемых: 2 пациентов с известными генетическими 
формами БП и клинически здорового донора. Один из па-
циентов с БП был носителем гетерозиготной дупликации 
экзонов 2–7 гена SNCA, второй — носителем гетерозигот-

Введение

Болезнь Паркинсона (БП) является распространённым 
возрастным нейродегенеративным заболеванием, поража-
ющим преимущественно дофаминергические нейроны в 
компактной части чёрной субстанции (ЧС) и приводящим 
к сложному комплексу моторных и немоторных клиниче-
ских симптомов. По предварительным прогнозам, к 2040 г. 
количество лиц, страдающих данным недугом, может до-
стигнуть 12,9 млн [1]. Современные методы лечения БП но-
сят симптоматический характер и не предотвращают про-
грессирование заболевания. Первые моторные симптомы 
БП проявляются при гибели около 60% дофаминергиче-
ских нейронов ЧC, поэтому инициация терапии происхо-
дит весьма поздно [2]. Современные технологии получения 
и культивирования индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (ИПСК), полученных от пациентов, от-
крыли новые возможности для изучения патологических 
механизмов нейродегенеративных заболеваний. Модели 
БП in vitro и нейроны, полученные из ИПСК пациентов с 
мутациями в каузальных генах БП, оказались высокоин-
формативными в выяснении молекулярного патогенеза 
нейродегенеративного процесса [3]. Важно отметить, что 
модели на основе ИПСК помогут выявлять самые ранние 
изменения в морфологии и функциональности нейронов 
и выявлять динамику развивающейся патологии на самых 
ранних, досимптомных стадиях.

Интенсивное развитие молекулярных технологий, позво-
ляющих эффективно и с высокой производительностью 
осуществлять качественную и количественную оценку раз-
личных генетических показателей, вывело исследования 
в области маркеров прогрессирования заболевания на но-
вый уровень. Одной из таких технологий является мульти-
плексная технология «NanoString nCounter» («NanoString 
Technologies»), позволяющая осуществлять единовремен-

Materials and methods. Dopaminergic neuron cultures were derived by reprogramming of the cells obtained from PD patients with SNCA and LRRK2 gene mu-
tations, as well as from a healthy donor for control. Expression levels of 112 genes regulating mitochondrial structure, dynamics, and functions were assessed by 
multiplex gene expression profiling using NanoString nCounter custom mitochondrial gene expression panel.
Results. When comparing the characteristics of the neurons from patients with genetic forms of PD to those of the control, we observed variations in the gene  
activity associated with the mitochondrial respiratory chain, the tricarboxylic acid cycle enzyme activities, biosynthesis of amino acids, oxidation of fatty acids, 
steroid metabolism, calcium homeostasis, and free radical quenching. Several genes in the cell cultures with SNCA and LRRK2 gene mutations exhibited differen-
tial expression. Moreover, these genes regulate mitophagy, mitochondrial DNA synthesis, redox reactions, cellular detoxification, apoptosis, as well as metabolism 
of proteins and nucleotides.
Conclusions. The changes in gene network expression found in this pilot study confirm the role of disrupted mitochondrial homeostasis in the molecular patho-
genesis of PD. These findings may contribute to the development of biomarkers and to the search for new therapeutic targets for the treatment of SNCA- and 
LRRK2-associated forms of the disease.
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обусловлен результатами проведённых тестов. Линии 
ИПСК, демонстрирующие в тесте на спонтанную диффе-
ренцировку in vitro тенденцию к преимущественному об-
разованию нейральных производных, были использованы 
в первую очередь. Терминальную дифференцировку в до-
фаминергические нейроны проводили в два этапа согласно 
протоколам, отработанным ранее [12]. 

Далее были проанализированы изменения в профилях экс-
прессии митохондриальных генов для 3 культур нейронов, 
полученных из ИПСК, на платформе «NanoString». Оце-
нивали экспрессию 112 генов, собранных в специальную 
«митохондриальную» панель «NanoString Human». Прове-
дённый сравнительный анализ выявил для 13 генов одно-
направленные изменения уровня экспрессии в виде её 
снижения (рисунок) в культурах обоих пациентов с генети-
ческими формами БП в сравнении с экспрессией данных 
генов в контрольных нейронах. Для изученных генетиче-
ских форм БП оказалось характерным угнетение экспрес-
сии генов, имеющих отношение к процессам окислитель-
ного фосфорилирования, циклу трикарбоновых кислот, 
биосинтезу аминокислот, окислению жирных кислот, ме-
таболизму стероидов, поддержанию гомеостаза кальция в 
клетке, утилизации свободных радикалов [13–15].

Для ряда генов нами была выявлена дифференцированная 
экспрессия в культурах нейронов, полученных от больных 
БП с мутациями в генах LRRK2 и SNCA. В нейронах c му-
тацией в гене LRRK2 наблюдалось повышение экспрессии 
для 10 генов и снижение экспрессии для 16 генов по срав-
нению с контрольной культурой и нейронами с мутацией 
SNCA (табл. 1). Продукты выявленных генов с дифферен-
цированной экспрессией участвуют в функционировании 
дыхательной цепи митохондрий, цикле трикарбоновых 
кислот, митофагии, процессинге и метаболизме белков в 
клетке, метаболизме нуклеотидов и витаминов, трансмем-
бранном переносе железа и других субстратов [16, 17].

В нейронах, полученных от пациента с мутацией в гене 
SNCA, наблюдалось повышение экспрессии для 44 генов и 

ной точковой мутации G2019S в гене LRRK2. Все пациенты 
были ознакомлены с условиями проведения исследования 
и подписали информированное согласие на участие в нем; 
проведение исследования было одобрено локальным эти-
ческим комитетом ФГБНУ «Научный центр неврологии» 
(протокол № 11/12 от 12.09.2012).

После получения гомогенных культур первичных фибро-
бластов кожи клетки были репрограммированы в ИПСК. 
Для репрограммирования фибробластов использовали ви-
рус Сендай, т.к. данный метод не вызывает интеграции ре-
программирующих факторов и вирусной ДНК в геном. Все 
линии ИПСК культивировали в среде mTeSR («STEMCELL 
Technologies») на подложках, покрытых Matrigel. Репро-
граммирование фибробластов и дифференцировку ИПСК 
в нейрональные предшественники и далее в культуры ней-
рональных клеток, обогащённые дофаминергическими 
нейронами, проводили, как описано ранее [11].

Выделение РНК из культуры нейронов

Тотальную РНК из зрелых нейронов линий пациентов и 
здорового донора выделяли с помощью набора «Total RNA 
purification kit» («Norgen») согласно рекомендации произ-
водителя. Количественно РНК оценивали в спектрофото-
метре «Nanodrop 2000» («Thermo Scientific»). РНК была ис-
пользована немедленно или хранилась до экспериментов 
при температуре –80ºC.

Анализ экспрессии генов

Анализ экспрессии генов проводили с помощью методи-
ки «NanoString» («NanoString Technologies»). В исследова-
нии использовалась пользовательская панель, содержащая 
12 генных сетей, ассоциированных с работой митохондри-
ального аппарата. Панель включает 112 генов, подобран-
ных на основе данных литературы об их участии в структур-
но-функциональной организации митохондрий, а также 
5 генов «домашнего хозяйства» в качестве контрольных. 
После гибридизации тотальной РНК (100 нг) с набором 
специфических флуоресцентных меток образцы загружали 
в подготовительную станцию «nCounter Analysis System» 
(«NanoString Technologies») и анализировали согласно про-
токолу производителя. 

Данные обрабатывали с помощью пакета программного 
обеспечения «nSolver v. 4.0». Нормализацию первичных дан-
ных проводили по референсным генам «домашнего хозяй-
ства»: β-актину (NM_001101.2), GAPDH (NM_002046.3), 
HPRT1 (NM_000194.1), RPL19 (NM_000981.3) и β-тубулину 
(NM_178014.2). Данные, полученные с помощью системы 
nCounter, выражены в единицах, отражающих концентра-
цию таргетных молекул РНК в образце. 

Результаты

Для ИПСК пациентов с БП и здорового донора были про-
ведены все необходимые по международным стандартам 
тесты на экспрессию маркеров плюрипотентности и экс-
прессию генов, характерных для плюрипотентных клеток; 
подтверждены также нормальность кариотипа и способ-
ность к образованию эмбриоидных телец и производных 
3 зародышевых листков. ИПСК от пациентов и здорового 
человека запускались в дифференцировку до нейрональ-
ных предшественников параллельно. Выбор линии был 
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Таблица 1. Изменения экспрессии генов в культуре нейронов с мутацией в гене LRRK2

Table 1. Gene expression changes in the neurons with the LRRK2 gene mutation

Метаболический путь
Metabolic pathway

Гены
Gene

Уровень экспрессии генов
Gene expression level

Дыхательная цепь митохондрий
Mitochondrial respiratory chain

SDHA Повышен
Increased

CYCS, ATP5E, ATPAF2, NDUFA1, NDUFB9, NDUFS4 Понижен
Decreased

Транспорт клеточных субстратов
Transmembrane transport of substrates

SLC25A12, SLC25A13, SLC25A
FXN, TMLHE 

Повышен
Increased

Цикл трикарбоновых кислот
Tricarboxylic acid cycle FH Повышен

Increased

Метаболизм аминокислот, нуклеотидов и витаминов 
Metabolism of the proteins, nucleotides, and vitamins

AMT, PCCA, TMLH Повышен
Increased

GATM, GCDH, PCCB, HADHA Понижен
Decreased

Белки теплового шока
Heat shock proteins HSPA1A, HSPA4L, HSPA6, HSPB1 Понижен

Decreased 
Митофагия
Mitophagy PINK1 Понижен

Decreased
Трансляция белков
Protein translation TSFM Понижен

Decreased

Таблица 2. Изменения экспрессии генов в культуре нейронов с мутацией в гене SNCA

Table 2. Gene expression changes in the neurons with the SNCA gene mutation

Метаболический путь
Metabolic pathway

Гены
Gene

Уровень экспрессии генов
Gene expression level

Дыхательная цепь митохондрий
Mitochondrial respiratory chain

COX15, COX6B1, CYP11B2, CYP27A1, ETFA, MT-ATP6, MT-ATP8, MT-
CO1, MT-CO2, MT-CO3, MT-CYB, MT-ND1, MT-ND2, MT-ND3, MT-ND4, 
MT-ND4L, MT-ND5, MT-ND6, NDUFA10, NDUFA11, NDUFB3, NDUFS2, 

NDUFS3, NDUFS6, NDUFV1, SDHB, SDHC, SDHD

Повышен
Increased

UQCRB, COX10 Понижен
Decreased

Транспорт клеточных субстратов 
Transmembrane transport of substrates

ABCB6, CPT1A, SLC25A20, SLC25A4, TIMM44 Повышен
Increased

SLC25A15, SLC25A22, SLC9A6 Понижен
Decreased

Цикл трикарбоновых кислот
Tricarboxylic acid cycle SUCLA2, PDHB, PDHX Повышен

Increased

Митофагия
Mitophagy

GSR Повышен
Increased

HIF-1α, Mfn2, OPA1 Понижен
Decreased

Метаболизм аминокислот
Amino acid metabolism

HADHB Повышен
Increased

ALDH18A1, NDUFV2, SARDH Понижен
Decreased

Белки теплового шока
Heat shock proteins

HSPA9 Повышен
Increased

HSPA14 Понижен
Decreased

Репликация и репарация 
митохондриальной ДНК
Replication and repair of mitochondrial 
DNA

DGUOK, POLG, C10orf2 Понижен
Decreased

Трансляция белков
Protein translation TUFM, MRPL3 Понижен

Decreased
Синтез гема
Gem synthesis PPOX Понижен

Decreased
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более 100 генов, ассоциированных с работой митохондри-
ального аппарата. При сравнении характеристик нейронов, 
полученных от пациентов с генетическими формами БП и 
здорового донора, были выявлены различия в экспрессии 
генов, продукты которых связаны с активностью окис-
лительного фосфорилирования, циклом трикарбоновых 
кислот, биосинтезом аминокислот, окислением жирных 
кислот, метаболизмом стероидов, гомеостазом кальция в 
клетке, утилизацией свободных радикалов. Ряд генов по-
казал также дифференцированную экспрессию в культурах 
с мутациями SNCA и LRRK2, при этом, помимо ряда уже 
указанных выше функций, данные гены контролируют ми-
тофагию, синтез митохондриальной ДНК, окислительные 
реакции, процессы детоксикации клетки и апоптоз, мета-
болизм белков и нуклеотидов. 

Выявленные изменения экспрессии генных сетей под-
тверждают роль нарушений митохондриального гомеоста-
за в молекулярном патогенезе БП и могут способствовать 
разработке биомаркеров и поиску новых терапевтических 
мишеней при SNCA- и LRRK2-ассоциированных формах 
заболевания.

снижение экспрессии для 21 гена по сравнению с контро-
лем и нейронами с мутацией в гене LRRK2 (табл. 2). Повы-
шение экспрессии касалось генов, продукты которых уча-
ствуют в окислительном фосфорилировании, митофагии, 
репликации и репарации митохондриальной ДНК, цикле 
трикарбоновых кислот, процессинге белков, белковом и 
липидном метаболизме, а также контроле окислительных 
реакций, апоптозе и защите от нейротоксичности. Выяв-
ленные гены со сниженной экспрессией вовлечены, глав-
ным образом, в сортинг и сборку белков, метаболизм бел-
ков и нуклеотидов [18–23].

Обсуждение

Митохондрии играют ключевую роль в регуляции клеточ-
ной биоэнергетики, участвуют посредством многочислен-
ных сигнальных путей в развитии, пластичности и диф-
ференцировке нейронов, а также реализации механизмов 
апоптоза [24]. 

В нашем пилотном исследовании, благодаря использова-
нию платформы «NanoString», была оценена экспрессия 
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