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Введение. Известно, что у носителей мутаций в гене лизосомного фермента глюкоцереброзидазы (GBA) риск развития болезни Паркинсона 
(БП) возрастает в 7–8 раз. Однако не у всех носителей мутаций в данном гене в течение жизни развивается БП. Мы предполагаем, что дис-
функция мембранных белков лизосом, участвующих в аутофагии и транспорте глюкоцереброзидазы в лизосому, может способствовать раз-
витию БП у носителей мутаций в гене GBA.
Цель исследования — оценить вклад экспрессии генов LAMP2 и SCARB2 в CD45+-клетках периферической крови в развитие GBA-БП.
Материалы и методы. Обследованы 9 пациентов с GBA-БП, 9 бессимптомных носителей мутаций в гене GBA, 37 пациентов с БП и 56 лиц 
контрольной группы. Относительный уровень мРНК генов LAMP2 и SCARB2 в CD45+-клетках крови, полученных с использованием магнитного 
сортинга, проводилось методом количественной полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени с использованием флюорес-
центных зондов TaqMan. 
Результаты. Относительный уровень мРНК гена LAMP2 и гена SCARB2 в CD45+-клетках крови был снижен у пациентов с GBA-БП относи-
тельно пациентов со сБП и контроля (LAMP2: p < 0,0001, p = 0,01 соответственно; SCARB2: p = 0,01, p < 0,05 соответственно) и бессимптом-
ных носителей мутаций в гене GBA по сравнению с пациентами со сБП (LAMP2: p = 0,021; SCARB2: p < 0,05) и а также контроля (LAMP2: 
p = 0,029). Выявлен пониженный уровень мРНК гена LAMP2 (p = 0,024) и отсутствие различий в уровне мРНК гена SCARB2 (р < 0,05) в CD45+-
клетках крови у пациентов GBA-БП по сравнению с группой бессимптомных носителей мутаций в гене GBA. 
Заключение. Показано, что GBA-БП характеризуется выраженной экспрессией гена LAMP2 в CD45+-клетках периферической крови, что 
может свидетельствовать о вовлеченности снижения экспрессии гена LAMP2 в патогенез GBA-БП. 
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в 2 генах ЛБН имели более высокий риск БП, чем носители 
1 мутации. Носители 3 мутаций в генах ЛБН встречались 
только в группе пациентов с БП и не были выявлены в кон-
троле [7]. 

Мы предполагаем, что развитие БП у носителей мутаций в 
гене GBA может быть связано не только со снижением ак-
тивности и, как следствие, нарушением функции фермента 
ГЦ, а также со снижением активности других ферментов 
лизосом или же недостаточностью мембранных белков ли-
зосом. 

В настоящем исследовании мы оценили уровень экспрес-
сии генов, кодирующих лизосомно-ассоциированный 
мембранный белок 2 (LAMP2) и интегральный белок ли-
зосомных мембран 2 (LIMP2/SCARB2), в CD45+-клетках 
крови у пациентов с GBA-БП, а также у бессимптомных 
носителей мутаций в гене GBA (БНМ-GBA).

Материалы и методы

В исследование были включены:

•	 носители наиболее распространённых мутаций в гене 
GBA (L444P, N370S) в гетерозиготном состоянии — 
9 пациентов (5 мужчин и 4 женщины, средний возраст 
60,6 ± 12,4 года) с GBA-БП (средний возраст начала бо-
лезни 57,1 ± 11,2 года);

Введение

Болезнь Паркинсона (БП) — распространенное нейроде-
генеративное заболевание, в основе патогенеза которого 
лежит агрегация и накопление белка α-синуклеина в до-
фаминергических нейронах головного мозга [1]. Из гене-
тических факторов риска развития БП наиболее распро-
страненными являются мутации в гене GBA, кодирующем 
лизосомный фермент глюкоцереброзидазу (ГЦ). Риск БП 
среди носителей мутаций в гене GBA увеличен в 7–8 раз 
в различных популяциях [2–4]. В гомозиготном состоянии 
мутации в гене GBA являются причиной развития аутосом-
но-рецессивного заболевания — болезни Гоше, относящей-
ся к классу лизосомных болезней накопления (ЛБН) [3]. 
Снижение активности данного фермента приводит к на-
коплению субстрата в лизосомах с последующей дисфунк-
цией клеток и развитием неврологической симптоматики в 
случае болезни Гоше типов 2 и 3 [5]. Следует отметить, что 
не у всех носителей мутаций в гене GBA, а также пациентов 
с болезнью Гоше типа 1 развивается БП. Молекулярный 
механизм развития БП, ассоциированной с мутациями в 
гене GBA (GBA-БП), остается неизвестным, как и триггеры 
начала развития БП у носителей мутаций в гене GBA. 

Предполагается, что в нарушении катаболизма α-сину-
клеина в клетках ключевую роль может играть дисфунк-
ция лизосом [6]. Недавнее исследование выявило куму-
лятивный вклад генов ЛБН в риск БП. Носители мутаций 
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Introduction. In carriers of a mutation in the lysosomal enzyme glucocerebrosidase (GBA) gene, the risk of Parkinson disease (PD) is increased by 7–8 times. 
However, not all carriers of the GBA gene mutations develop PD during their lifetime. We hypothesize that the dysfunction in the lysosomal membrane proteins 
involved in autophagy and transport of GBA into the lysosomes can contribute to the development of PD in carriers of mutations in the GBA gene.
The aim of the study was to assess the contribution of LAMP2 and SCARB2 genes expression in CD45+ peripheral blood cells to the development of GBA-PD.
Materials and methods. We examined 9 patients with GBA-PD, 9 asymptomatic GBA gene mutations carriers, 37 patients with PD, and 56 people in the control 
group. The relative mRNA level of LAMP2 and SCARB2 genes in CD45+ blood cells, obtained using magnetic sorting, was measured by quantitative real-time 
polymerase chain reaction using fluorescent probes.
Results. The relative mRNA level of LAMP2 and SCARB2 genes in CD45+ blood cells was reduced in patients with GBA-PD in comparison to patients with 
PD and to controls (LAMP2: p<0.0001, p = 0.01 respectively; SCARB2: p = 0.01, p<0.05, respectively) and in asymptomatic carriers of GBA gene mutations 
compared to patients with PD (LAMP2: p = 0.021; SCARB2: p<0.05) and controls (LAMP2: p = 0.029). We also found decreased mRNA levels of the LAMP2 
gene (p = 0.024) and the absence of differences in the mRNA levels of the SCARB2 gene (р<0.05) in CD45+ blood cells in patients with GBA-PD when compared 
to the group of asymptomatic carriers of GBA gene mutations.
Conclusion. GBA-PD is characterized by a pronounced expression of the LAMP2 gene in the CD45+ peripheral blood cells, which may indicate a role of the 
decreased LAMP2 gene expression in the pathogenesis of GBA-PD. 
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ки ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины» 
и ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова. Группа пациентов 
с GBA-БП описана ранее [8].

Выявление мутации L444P в гене GBA у пациентов с БП 
осуществлялось методом ПЦР с последующим рестрик-
ционным анализом, а мутации N370S — методом аллель-
специфичной ПЦР [9, 10]. Группа БНМ-GBA составлена 
при обследовании родственников первого родства пациен-
тов с болезнью Гоше. Мутации в гене GBA в данной выборке 
определяли методом прямого секвенирования. Клиниче-

•	 БНМ-GBA — 9 человек (4 мужчины и 5 женщин, сред-
ний возраст 49,6 ± 11,7 года);

•	 пациенты с БП — 37 человек (15 мужчин и 22 женщины, 
средний возраст 64,3 ± 9,9 года, средний возраст начала 
болезни 61,0 ± 10,3 года);

•	 группа контроля  — 56 неврологически здоровых инди-
видуумов (23 мужчины и 33 женщины, средний возраст 
64,2 ± 10,2 года). 

Набор пациентов проводился на базе Научно-клиниче-
ского центра нейродегенеративных заболеваний клини-

Таблица 1. Клинические характеристики исследуемых групп (M ± SD)

Table 1. Clinical characteristics of the study groups (M±SD)

Группа
Group

n
Мутации в гене GBA

Mutations in the GBA gene
Средний возраст, годы

Mean age, years

Средний возраст 
начала, годы

Mean age at onset, years

Пол 
(мужчины:женщины)
Gender (men:women)

GBA-БП
GBA-PD

9
7 L444P/N
2 N370S/N

60,6 ± 12,4 57,1 ± 11,2 5:4

БНМ-GBA
Asymptomatic carriers 
of GBA gene mutations

9

4 N370S/N
1 N409S/N
3 L444P/N
1 L327P/N

49,6 ± 11,7 – 4:5

БП
PD

37 – 64,3 ± 9,9 61,0 ± 10,3 15:22

Контроль
Control

56 – 64,2 ± 10,2 – 23:33

Таблица 2. Нуклеотидная последовательность праймеров и зондов 

Table 2. Nucleotide sequences of primers and probes

Ген
Gene

Праймер
Primer

Последовательность
Sequence

LAMP2

Прямой
Forward

5’-CTGGTGTTGCAGCTGTTGTT-3’

Обратный
Reverse

5’-AAGGCAAGTGGCATTTTCTG-3’

Зонд
Probe

5’-(FAM)-CTGCCTAGTCCTGGGAGCTGTGC-(BHQ1)-3’

SCARB2

Прямой
Forward

5’-GGGTCTTCCAGAAGGCTGTA-3’

Обратный
Reverse

5’-GGGTCTTCCAGAAGGCTGTA-3’

Зонд
Probe

5’-FAM-СGAGAAGCACTCAGGCAGACCCT-(BHQ1)-3’

ACTB

Прямой
Forward

5’-CGTGCTGCTGACCGAGG-3’

Обратный
Reverse

5’-ACAGCCTGGATAGCAACGTACA-3’

Зонд
Probe

5’-(HEX)-CCAACCGCGAGAAGATGACCCAGAT-(BHQ2)-3’ 

GNB2L1

Прямой
Forward

5’- ATCAAGCTATGGAATACCCTGG-3’

Обратный
Reverse

5’- GGAGACGATGATAGGGTTGC-3’

Зонд
Probe

5’-(R6G)-CTCAGAGTGGGTGTCTTGTGTCCGC-(BHQ1)-3’ 
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13,48 (0,51–147,43), в контроле — 16,48 (0,16–128,13). От-
носительный уровень мРНК гена SCARB2 в CD45+-клетках 
крови пациентов с GBA-БП был достоверно снижен от-
носительно как группы пациентов с БП (p = 0,01), так и 
контрольной группы (p = 0,046; рис. 2). Относительный 
уровень мРНК гена SCARB2 был статистически значимо 
ниже в группе БНМ-GBA по сравнению с пациентами с БП 
(р = 0,045). Уровень мРНК гена SCARB2 в CD45+-клетках 
крови статистически значимо не отличался между груп-
пой БНМ-GBA и контролем. Не выявлено достоверных 
отличий в уровне экспрессии гена SCARB2 между группой 
БНМ-GBA и группой пациентов с GBA-БП. Уровень экс-
прессии генов LAMP2 и SCARB2 между группой пациентов 
с БП и контрольной группой достоверно не отличался.

Обсуждение

Данное исследование посвящено поиску триггера раз-
вития GBA-БП и заключалось в оценке экспрессии генов 
мембранных белков лизосом (SCARB2, LAMP2) в CD45+-

ские и демографические характеристики групп, вошедших 
в исследование, представлены в табл. 1. 

Мононуклеары выделены из 8 мл периферической кро-
ви пациентов с БП, GBA-БП, БНМ-GBA и индивидуумов 
контрольной группы методом центрифугирования на гра-
диенте плотности Ficoll-Paque PLUS («GE Healthcare») при 
400g в течение 40 мин. Для очистки лимфоцитарной фрак-
ции от других типов клеток крови проведено магнитное 
сепарирование лимфоцитарной смеси с использованием 
магнитного ручного сепаратора MACS («Miltenyi Biotec»), 
колонок miniMACS типа MS («Milteyn Biotec») и специфи-
ческих магнитных микрочастиц для селективного отбора 
CD45+-клеток («Miltenyi Biotec»).

Тотальная РНК была выделена из CD45+-клеток крови 
участников исследования с использованием набора для 
выделения РНК «RNeasy Mini Kit» («Qiagen»). кДНК была 
получена методом обратной транскрипции с использова-
нием набора «Revert Aid First cDNA Synthesis kit» (K1622, 
«Thermo Scientific») в соответствии с инструкцией произ-
водителя. Концентрация мРНК детектировалась при длине 
волны 260 нм. Чистоту полученной РНК оценивали как от-
ношение оптической плотности при 260 и 280 нм (крите-
рий чистоты 1,8). Для оценки экспрессии генов LAMP2 и 
SCARB2 нами был разработан метод количественной поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального вре-
мени с использованием флюоресцентных зондов TaqMan 
на приборе «CFX896 Touch» («Bio-Rad»). Последователь-
ности праймеров и зондов TaqMan были разработаны с по-
мощью программы Primer3 v. 0.4.0 и представлены в табл. 2. 
В качестве референсных генов были использованы кон-
ститутивно экспрессирующиеся в клетках гены GNB2L1 
(guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 
polypeptide 2-like) и ACTB (beta-aсtin). Относительный уро-
вень мРНК исследуемых генов определяли методом срав-
нения пороговых уровней амплификации ΔΔCt [11].

Статистическую обработку и графическое представление 
данных проводили с использованием встроенных пакетов 
R версии 3.5.1. Для оценки отличий относительного уровня 
мРНК гена LAMP2 и SCARB2 в CD45+-клетках перифери-
ческой крови между группами использовали непараметри-
ческий U-критерий Манна–Уитни. Различия признавали 
статически значимыми при р < 0,05. Данные представлены 
в виде медианы (min–max).

Результаты

Относительный уровень мРНК гена LAMP2 в CD45+-
клетках крови в группе пациентов с GBA-БП составил 
0,17 (0,05–0,54), у БНМ-GBA — 0,47 (0,25–1,61), у паци-
ентов с БП — 1,20 (0,02–4,42), в контрольной группе — 
1,36 (0,12–21,49). Относительный уровень мРНК гена 
LAMP2 в CD45+-клетках крови пациентов с GBA-БП, у 
БНМ-GBA был статистически значимо снижен как по 
сравнению с контрольной группой (p < 0,0001, p = 0,029 
соответственно), так и с БП (p < 0,0001, p = 0,021 соот-
ветственно; рис. 1). Выявлено также достоверно значимое 
снижение уровня мРНК гена LAMP2 в CD45+-клетках кро-
ви у пациентов GBA-БП по сравнению с группой БНМ-
GBA (p = 0,024). 

Относительный уровень экспрессии гена SCARB2 в CD45+-
клетках крови составил у пациентов с GBA-БП 1,44 (0,09–
22,08), у БНМ-GBA — 3,39 (0,06–58,86), у пациентов с БП — 

Рис. 1. Относительный уровень мРНК гена LAMP2 в CD45+-клетках 
периферической крови в исследуемых группах

Fig. 1. Relative mRNA levels of the LAMP2 gene in CD45+ peripheral 
blood cells

Рис. 2. Относительный уровень мРНК гена SCARB2 в CD45+-
клетках периферической крови в исследуемых группах

Fig. 2. Relative mRNA levels of the SCARB2 gene in CD45+ peripheral 
blood cells
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ского ретикулума через аппарат Гольджи в лизосому [25, 
26]. Недавно показано, что ген SCARB2 может рассма-
триваться как ген-модификатор клинического течения 
БГ [27] и возможный модификатор развития БП [28], 
в частности GBA-БП [29].

Учитывая статистически значимое снижение экспрессии 
гена LAMP2 у пациентов c GBA-БП по сравнению с груп-
пой БНМ-GBA, можно предположить, что выраженное 
снижение экспрессии гена LAMP2 может быть триггером 
развития GBA-БП. Интересно, что ранее было сообщено о 
тенденции уровня экспрессии гена LAMP2 в клетках голов-
ного мозга пациентов с GBA-БП [30] и выявлена высокая 
корреляция экспрессии генов GBA и SCARB2. Это указыва-
ет на возможное взаимодействие этих генов на транскрип-
ционном уровне. 

В настоящем исследовании в группе БНМ-GBA также по-
казано снижение экспрессии гена LAMP2 и тенденция к 
снижению экспрессии гена SCARB2 по сравнению с кон-
тролем, что может говорить о влиянии дисфункции ГЦ на 
экспрессию генов мембранных белков лизосом. Несмотря 
на выдвинутое предположение о влиянии сниженной экс-
прессии гена LAMP2 на развитие БП у носителей мутации 
в гене GBA, нельзя исключать обратной возможности, что 
развитие БП, накопление олигомерного α-синуклеина 
может приводить к более выраженному снижению экс-
прессии гена LAMP2. На модели МФТП-индуцированного 
паркинсонизма на мышах нами ранее выявлено снижение 
уровня экспрессии гена LAMP2 в тканях головного мозга 
модельных животных [31]. 

Снижение уровня белка LAMP2 в спинномозговой жидко-
сти, лимфоцитах периферической крови, а также в тканях 
головного мозга пациентов с БП выявлено разными автор-
ми [32–34]. Однако мы не отметили изменений экспрессии 
гена LAMP2 в клетках крови у пациентов с БП и в контро-
ле. Аналогично не было различий в уровне экспрессии гена 
SCARB2 между группой пациентов с БП и контролем. Дан-
ные по оценке ферментативной активности ГЦ, получен-
ные на репрезентативных когортах пациентов с П в крови, 
противоречивы. Так, R.N. Alcalay и соавт. [12] отмечают 
снижение активности ГЦ у пациентов с БП по сравнению 
с контролем, в то время как нами и другими авторами дан-
ных различий не описано [13, 22, 35]. Таким образом, роль 
дисфункции лизосом в патогенезе сБП при отсутствии му-
таций в гене GBA остается не ясной.

Заключение 

Нами впервые была оценена экспрессия генов мембран-
ных белков лизосом SCARB2 и LAMP2 в группе пациентов с 
GBA-БП, а также в группе БНМ-GBA в лимфоцитах пери-
ферической крови. Полученные результаты подтверждают 
обсуждаемую ранее взаимосвязь дисфункции ГЦ с уровнем 
экспрессии генов мембранных белков лизосом LAMP2 и 
SCARB2, а также позволяют предположить вовлеченность 
снижения экспрессии гена LAMP2 в развитие GBA-БП.

клетках периферической крови в группе пациентов с GBA-
БП и БНМ-GBA. В исследование также вошли группы 
пациентов с БП и лица с отсутствием неврологических за-
болеваний (контроль).

Молекулярный механизм, а также триггеры начала раз-
вития GBA-БП остаются неизвестными. Ранее нами и 
другими авторами показано снижение ферментативной 
активности ГЦ и накопление лизосфинголипидов в крови 
пациентов с GBA-БП [12–15]. Ранее нами показано повы-
шение концентрации олигомерных форм α-синуклеина 
в плазме крови пациентов с болезнью Гоше и GBA-БП по 
сравнению с контрольной группой [13, 16]. Известно, что 
около половины α-синуклеина деградирует в клетке путем 
шаперон-опосредованной аутофагии [17–19]. Полученные 
данные позволили высказать предположение о том, что 
дисфункция ГЦ может приводить к накоплению нейроток-
сичных форм α-синуклеина [20]. In vitro показана стабили-
зация нейротоксичных форм α-синуклеина лизосфинголи-
пидами, в частности глюкозилсфингозином [21]. 

При этом единичные исследования по оценке фермента-
тивной активности ГЦ на небольших выборках БНМ-GBA 
противоречивы. В исследовании R.A. Ortega и соавт. [22] 
не выявлено снижение активности ГЦ в крови БНМ-GBA, 
в то время как в исследованиях R.N. Alcalay и соавт. [12] 
и нами (неопубликованные данные) показано снижение 
активности фермента ГЦ и накопления лизосфинголипи-
дов у неврологически здоровых носителей мутаций GBA. 
В отличие от БНМ-GBA в аутоптатах мозга пациентов 
с GBA-БП отмечено формирование олигомерных форм 
α-синуклеина [23].

Мы предполагаем, что снижение активности ГЦ и нако-
пление лизосфинголипидов не является достаточным для 
развития БП у носителей мутаций в гене GBA. Формиро-
вание нейротоксичных форм α-синуклеина у носителей 
мутаций в гене GBA может происходить, если помимо на-
рушения функции ГЦ наблюдается снижение активности 
других лизосомных ферментов или дисфункции мембран-
ных белко-транспортеров, участников процесса аутофагии. 

Проведенное исследование показало снижение уров-
ня мРНК LAMP2 и SCARB2 в клетках крови пациентов 
с GBA-БП относительно группы с БП и контроля. Ген 
LAMP2 кодирует лизосомно-ассоциированный мембран-
ный белок 2. Данный белок выполняет функцию лизо-
сомного рецептора, вовлеченного в процесс шаперон-
опосредованной аутофагии, осуществляя направленный 
транспорт частично денатурированных белков, в том 
числе α-синуклеина, из цитоплазмы сквозь мембрану ли-
зосомы в ее полость с последующей их деградацией [17]. 
Нарушение шаперон-опосредованной аутофагии и дис-
функция лизосом рассматриваются как составляющие 
патогенеза БП [24]. Продукт гена SCARB2 — интеграль-
ный белок лизосомных мембран 2 (LIMP2) — является 
специфическим рецептором для фермента ГЦ и участву-
ет в транспорте данного фермента от эндоплазматиче-
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