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Аннотация
Молекулярные механизмы нейродегенеративного заболевания болезни Паркинсона (БП), ассоциирован-

ной с  мутациями в  гене GBA1, кодирующем фермент глюкоцереброзидазу (GCase) (GBA1-БП), не  известны. 
Анализ транскриптомов клеточной и животной моделей с индукцией паркинсонизма с дисфункцией GCase с по-
следующей валидацией показал нарушение mTOR-зависимой аутофагии. Также была оценена потенциальная 
терапевтическая значимость mTOR для терапии GBA1-БП.

Abstract 
The molecular mechanisms of the neurodegenerative disorder Parkinson’s disease (PD) associated with mutations in the GBA1 

gene which encodes the lysosomal enzyme glucocerebrosidase (GCase) gene, (GBA1-PD) are unknown. Transcriptome analysis of cel-
lular and animal models with induced parkinsonism and GCase dysfunction, followed by subsequent validation, showed impairment 
of mTOR-dependent autophagy. The potential therapeutic significance of mTOR for the treatment of GBA1-PD was also assessed.

Болезнь Паркинсона (БП)  — распространенное нейродегенеративное заболевание, в  основе патогенеза 
которого лежит накопление белка альфа-синуклеина в черной субстанции (ЧС) головного мозга. БП, ассоцииро-
ванная с мутациями в гене GBA1 (GBA1-БП), кодирующем лизосомный фермент глюкоцореброзидазу (GCase), 
является наиболее распространенной формой БП с известной этиологией. Молекулярные механизмы GBA1-БП 
не известны, и, как следствие, нейропротекторной терапии не существует.

Цель данной работы заключалась в  поиске потенциальных терапевтических мишеней и  биомаркеров 
GBA1-БП в ходе сопоставления транскриптомов клеточных и животных моделей паркинсонизма с дисфункцией 
GCase с  последующей валидацией полученных данных и  апробацией терапевтической мишени на  клеточных 
моделях. 

Полнотранскриптомный анализ проводился в клетках ЧС 4 мышей с индукцией паркинсонизма с дисфунк-
цией GCase посредством сочетанного введения 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина (MPTP) и конду-
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ритол-b-эпоксида (CBE) (MPTP+CBE), 4 мышей с индукцией паркинсонизма (MPTP), 4 мышей с дисфункцией 
GCase (CBE) и 4 мышей с инъекцией NaCL (контроль), а также в первичной культуре макрофагов перифериче-
ской крови (ПКМПК) 5 пациентов с GBA1-БП, 4 бессимптомных носителей мутаций в гене GBA1 (GBA1-носи-
телей) и 5 неврологически здоровых индивидуумов (контроль).

Валидация выявленных дифференциально экспрессирующихся генов (ДЭГов) проводилась методом ко-
личественной ПЦР в режиме реального времени, и оценка значимости выявленных метаболических путей про-
водилась на уровне мРНК и белка методами количественной ПЦР в режиме реального времени, и вестерн-блот, 
соответственно, в мононуклеарах периферической крови 15 пациентов с GBA1-БП, 15 GBA1-носителей, 40 па-
циентов со  спорадической формой БП (сБП) и  50 контроля. Апробация предложенной потенциальной мише-
ни проводилась путем оценки биохимических параметров клетки, ассоциированных с БП, методом ВЭЖХ-МС/
МС, иммунофлуоресценции и  вестерн-блот путем аппликации селективного препарата к  выявленной мишени 
на ПКМПК контрольной группы и на клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y.

В ходе анализа транскриптома ЧС головного мозга мышей с MPTP+CBE, MPTP, CBE и контроля, а так-
же ПКМПК пациентов с GBA1-БП, GBA1-носителей и контроля были получены списки ДЭГов и метаболиче-
ских путей. Интересно отметить, что продукты генов с наиболее значимым изменением экспрессии, выявлен-
ные в ЧС головного мозга мышей с MPTP+CBE по сравнению со всеми исследуемыми группами (Arl4d, Sgk1, 
Ddit4, Pdk4) и в ПКМПК пациентов с GBA1-БП по сравнению с GBA1-носителями и контролем (ARL4C, DUSP1, 
BCL6, TRIM13, EGR1, NR4A2, IL6), регулируются PI3K/AKT/mTOR. В ходе валидации выявленных генов в мо-
нонуклеарах периферической крови пациентов с GBA1-БП было показано снижение экспрессии генов ARL4C, 
DUSP1, ARL4D, IL6 по сравнению с контролем (p < 0,05) и снижение экспрессии генов ARL4C, DUSP1, NR4A2, 
DDIT4 (p < 0,05) по сравнению с GBA1-носителями, что подтверждает результаты анализа траснкриптомов. Вви-
ду многофункциональности пути PI3K/AKT/mTOR в клетке был оценен уровень мРНК (mTOR, BECN1, SQSTM1, 
MAP1LC3B, CTSD) и  уровень ключевых белков процесса mTOR-зависимой аутофагии (p-mTOR (Ser2448), 
beclin-1, p62, LC3B-II, зрелая форма cathepsin D). Посредством аутофагии деградирует около половины альфа-
синуклеина. Показано увеличение экспрессии гена mTOR у пациентов с GBA1-БП по сравнению с GBA1-носи-
телями, контролем (p < 0,05), а также гена MAP1LC3B по сравнению с контролем (p < 0,05) на фоне снижения 
зрелой формы cathepsin D у пациентов с GBA1-БП, сБП и GBA1-носителей по сравнению с контролем (p < 0,01). 
Носители мутаций в  гене GBA1 независимо от  статуса БП отличались повышенным уровнем белка beclin-1 
по сравнению с пациентами со сБП и контролем (p < 0,05). Выявлено нарушение процесса аутофагии у носителей 
мутаций в гене GBA1 как с установленным диагнозом БП, так и без него.

В ходе апробации выявленной потенциальной терапевтической мишени mTOR на ПКМПК и клеточной 
линии SH-SY5Y при обработке ингибитором активности mTOR Торином 1 показано увеличение степени колока-
лизации LC3B с лизосомой и увеличение белка GCase без изменения активности GCase и ее субстрата. Показано 
снижение токсичной фосфорилированной формы белка альфа-синуклеина (Ser129) наряду с  увеличением его 
стабильной тетрамерной формы при обработке клеточной линии SH-SY5Y Торином 1.

Таким образом, GBA1-БП характеризуется нарушением mTOR-зависимой аутофагии. Воздействие на ак-
тивность mTOR может рассматриваться в  качестве потенциальной терапевтической стратегии для  терапии 
GBA1-БП.
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