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Ìóòàöèè â ãåíå îáîãàùåííîé ëåéöèíîâûìè ïîâòîðàìè êèíàçû 2 (LRRK2) — íàèáîëåå ÷àñòàÿ ïðè÷è-
íà ðàçâèòèÿ ñåìåéíûõ ôîðì áîëåçíè Ïàðêèíñîíà (ÁÏ). Ìåõàíèçì ïàòîãåíåçà LRRK2-àññîöèèðîâàííîé
ÁÏ îñòàåòñÿ íåèçâåñòíûì, ïðè ýòîì îáñóæäàåòñÿ ó÷àñòèå LRRK2 â ãåíåðàöèè ïðîãðàììèðóåìîé êëåòî÷-
íîé ãèáåëè (àïîïòîçà). Ó ïàöèåíòîâ c LRRK2-àññîöèèðîâàííîé ÁÏ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóï-
ïîé ìû íàáëþäàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ïîâûøåííûé óðîâåíü ñïîíòàííîãî àïîïòîçà ëèìôî-
öèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè â êóëüòóðå ÷åðåç 24 (P < 0.016) è 48 (P < 0.031) ÷. Êðîìå òîãî, ó ïàöèåíòîâ ñ
LRRK2-àññîöèèðîâàííîé ÁÏ âûÿâëåíî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ ãåíà FAS ïî ñðàâíåíèþ êàê ñ êîíòðîëü-
íîé ãðóïïîé (P < 0.05), òàê è ñ ãðóïïîé ïàöèåíòîâ ñî ñïîðàäè÷åñêîé ÁÏ (P < 0.002). Äîñòîâåðíûå ðàçëè-
÷èÿ â óðîâíå ýêñïðåññèè ãåíà FAS ñîõðàíÿëèñü ñïóñòÿ 3 ãîäà (P < 0.03) è íàáëþäàëèñü òàêæå ÷åðåç 24 ÷
(P < 0.05) êóëüòèâèðîâàíèÿ ëèìôîöèòîâ ó ïàöèåíòîâ ñ LRRK2-àññîöèèðîâàííîé ÁÏ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîí-
òðîëüíîé ãðóïïîé. Ïîâûøåííûé óðîâåíü àïîïòîçà ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ó ïàöèåíòîâ íà-
ðÿäó ñ óâåëè÷åíèåì óðîâíÿ ìÐÍÊ FAS äàåò îñíîâàíèå ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå î ïðåäïî÷òèòåëüíîé àêòè-
âàöèè âíåøíåãî ïóòè àïîïòîçà ïðè íàëè÷èè ìóòàöèè â ãåíå LRRK2.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àïîïòîç, áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, ëèìôîöèòû, BCL-2, FAS, LRRK2.

Áîëåçíü Ïàðêèíñîíà (ÁÏ) — øèðîêî ðàñïðîñòðàíåí-
íîå íåéðîäåãåíåðàòèâíîå çàáîëåâàíèå, êîòîðîå õàðàêòå-
ðèçóåòñÿ ïðîãðåññèâíîé ïîòåðåé äîôàìèíåðãè÷åñêèõ íåé-
ðîíîâ ÷åðíîé ñóáñòàíöèè ãîëîâíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ìåõàíèçì íåéðîäåãåíåðàöèè îñòàåòñÿ
íåèçâåñòíûì.

Íàðóøåíèå ðåãóëÿöèè àïîïòîçà äîôàìèíåðãè÷åñêèõ
íåéðîíîâ ÷åðíîé ñóáñòàíöèè ðàññìàòðèâàþò êàê îäèí èç
âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ èõ ãèáåëè ïðè ÁÏ. Òàê, ïðèçíàêè
àïîïòîçà îáíàðóæåíû â èññëåäîâàíèÿõ áèîïòàòà ãîëîâíî-
ãî ìîçãà ó ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ è â ýêñïåðèìåíòàõ, âûïîëíåí-
íûõ íà ìîäåëüíûõ æèâîòíûõ (Tatton, 2000; Fukae et al.,
2003; Yamada et al., 2010). Ñëåäóåò, îäíàêî, îòìåòèòü, ÷òî
íå ó âñåõ ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ â áèîïñèéíîì ìàòåðèàëå ìîçãà
îáíàðóæåíû ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè àïîïòîçà (Moos,
Jensen, 2004). Òàêèì îáðàçîì, âîïðîñ î ìåõàíèçìå ãèáåëè
íåéðîíîâ ÷åðíîé ñóáñòàíöèè ïðè ÁÏ îñòàåòñÿ îòêðûòûì.
Â ÷àñòíîñòè, íå èñêëþ÷àåòñÿ âîçìîæíîñòü ó÷àñòèÿ ôàêòî-
ðîâ âîñïàëåíèÿ è àóòîôàãèè â ïàòîãåíåçå ÁÏ (Mizushima
et al., 2008; Levy et al., 2009).

Èññëåäîâàíèå ìîíîãåííûõ ôîðì çàáîëåâàíèÿ ñ èçâå-
ñòíîé ýòèîëîãèåé ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ïîäõîäîì äëÿ èçó÷å-
íèÿ ìîëåêóëÿðíûõ îñíîâ ïàòîãåíåçà ÁÏ. Ìóòàöèè â ãåíå
LRRK2 ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå ÷àñòîé ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ ñå-
ìåéíûõ ôîðì ÁÏ (Paisan-Ruiz et al., 2004). Ñàìîé ðàñïðî-
ñòðàíåííîé ìóòàöèåé ñðåäè ïàöèåíòîâ ñ LRRK2-àññîöèè-
ðîâàííîé ÁÏ ÿâëÿåòñÿ ìóòàöèÿ G2019S, àññîöèèðîâàííàÿ
ñ ïîâûøåíèåì àêòèâíîñòè êèíàçíîé àêòèâíîñòè LRRK2

(West et al., 2005; Smith et al., 2006). Ðàíåå ìû îïèñàëè
øåñòü ñåìåé, ãäå ÁÏ îáóñëîâëåíà íàëè÷èåì ìóòàöèè
G2019S, ïðè÷åì â îäíîé ñåìüå âûÿâëåíà íîâàÿ ìóòàöèÿ
V1613A (Pchelina et al., 2006, 2008).

Ôèçèîëîãè÷åñêàÿ ðîëü LRRK2 íåÿñíà. Íåäàâíèå èñ-
ñëåäîâàíèÿ, âûïîëíåííûå íà íåéðîíàëüíûõ êëåòî÷íûõ
ëèíèÿõ, ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìóòàöèè â ãåíå
LRRK2 âûçûâàþò ïðîãðàììèðîâàííóþ êëåòî÷íóþ ãèáåëü
(àïîïòîç) íåéðîíîâ (Iaccarino et al., 2007; Ho et al., 2009).

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ óðîâíåé
ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ FAS è BCL-2 è àïîïòîçà ëèìôî-
öèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ó ïàöèåíòîâ ñ LRRK2-àññî-
öèèðîâàííîé ÁÏ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ãðóïïà ïàöèåíòîâ ñ LRRK2-àññîöèèðîâàííîé ÁÏ
(5 ïàöèåíòîâ ñ ìóòàöèåé G2019S è 1 — ñ ìóòàöèåé
V1613A) îïèñàíà íàìè ðàíåå (Pchelina et al., 2008). Êëè-
íè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ïàöèåíòîâ ñ LRRK2-àññîöèè-
ðîâàííîé ÁÏ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1. Ãðóïïà ïàöèåíòîâ
ñî ñïîðàäè÷åñêîé ôîðìîé ÁÏ (ñÁÏ) (áåç ìóòàöèé â ãåíå
LRRK2) ñîñòîÿëà èç 12 ÷åëîâåê (ñðåäíèé âîçðàñò
65 � 8 ëåò, 8 ìóæ÷èí è 4 æåíùèíû). Â èññëåäîâàíèå âî-
øëè äâå êîíòðîëüíûå ãðóïïû: êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà 1 ñî-
ñòîÿëà èç 10 ÷åëîâåê, íå èìåþùèõ íåâðîëîãè÷åñêèõ çàáî-
ëåâàíèé (ñðåäíèé âîçðàñò 76 � 10ëåò, 6 ìóæ÷èí è 4 æåí-
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ùèíû); êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà 2—9 ÷åëîâåê íå èìåëè
íåâðîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé (ñðåäíèé âîçðàñò 60±6 ëåò,
4 ìóæ÷èí è 5 æåíùèí). Âñå èíäèâèäóóìû, âîøåäøèå â
íàñòîÿùåå èññëåäîâàíèå, ÿâëÿëèñü æèòåëÿìè Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðãà. Ãðóïïû ñðàâíåíèÿ ñîïîñòàâèìû ïî ïîëó è âîç-
ðàñòó (Ð > 0.05). Äàííûé ïðîåêò îäîáðåí ýòè÷åñêèì êîìè-
òåòîì Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî ìåäèöèíñêîãî
óíèâåðñèòåòà èì. àêàä. È. Ï. Ïàâëîâà.

Ó ñ ë î â è ÿ ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ ë è ì ô î ö è ò î â
ï å ð è ô å ð è ÷ å ñ ê î é ê ð î â è. Ëèìôîöèòû âûäåëÿëè èç
ñâåæåñîáðàííîé öåëüíîé êðîâè ìåòîäîì öåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ â ãðàäèåíòå Ôèêîëëà (Íàòâèã è äð., 1980), îòìûâà-
ëè è ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå RPMI-1640 ñ 10 % ôåòàëü-
íîé ñûâîðîòêè è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1—48 ÷ ïðè
37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2.

Î ï ð å ä å ë å í è å ó ð î â í å é ì Ð Í Ê ã å í î â F A S è
B C L - 2. Ñóììàðíóþ êëåòî÷íóþ ÐÍÊ ïîëó÷àëè ïðè ïîìî-
ùè íàáîðà RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Ãåðìàíèÿ). ×èñòîòó
ÐÍÊ îöåíèâàëè ïî îòíîøåíèþ ïîãëîùåíèÿ ïðè äëèíàõ
âîëí 260 è 280 íì (êðèòåðèé ÷èñòîòû 1.8). êÄÍÊ ïîëó÷à-
ëè â ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
íàáîðà iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, ÑØÀ).

Óðîâíè ýêñïðåññèè ãåíîâ FAS è BCL-2 îöåíèâàëè
ìåòîäîì êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì çîíäà TagMan íà ïðèáîðå ABI Prism 7000
(Applied Biosystems, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå ðåôåðåíñíîãî ãåíà
èñïîëüçîâàëè ãåí GNB2L1 (guanine nucleotide binding pro-
tein èëè G protein). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èñïîëüçóåìûõ â
èññëåäîâàíèè ïðàéìåðîâ è çîíäîâ óêàçàíû â òàáë. 2. Îò-

íîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ ãåíîâ FAS è BCL-2 ðàñ-
ñ÷èòûâàëè ìåòîäîì ñòàíäàðòíûõ êðèâûõ ñîãëàñíî
ìåòîäè÷åñêèì óêàçàíèÿì ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ.
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Ò à á ë è ö à 2

Ñòðóêòóðà èñïîëüçóåìûõ â èññëåäîâàíèè ïðàéìåðîâ è çîíäîâ

FAS Ïðÿìîé 5R-atg-cag-aag-atg-tag-att-gtg-3R

Îáðàòíûé 5R-gtc-cgg-gtg-cag-ttt-att-tc-3R

Çîíä 5R-(FAM)at-gaa-gga-cat-ggc-tta-gaa-g(RTQ1)-3R

BCL-2 Ïðÿìîé 5R-tga-cag-agg-atc-atg-ctg-ta-3R

Îáðàòíûé 5R-aac-gtg-cct-cat-gaa-ata-aag-a-3R

Çîíä 5R-(FAM)aa-tac-aac-atc-aca-gag-gaa-gta-ga(RTQ1)-3R

GNB2L1 Ïðÿìîé 5R-gaa-tac-cct-ggg-tgt-gtg-caa-3R

Îáðàòíûé 5R-gga-cac-aag-aca-ccc-act-ctg-a-3R

Çîíä 5R-(R6G)ta-cac-tgt-cca-gga-tga-ga(BHQ1)-3R

Ò à á ë è ö à 1

Êëèíè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ïàöèåíòîâ ñ ìóòàöèÿìè â ãåíå LRRK2

Ïàöèåíò Ìóòàöèè Ïîë Âîçðàñò
Âîçðàñò
íà÷àëà

çàáîëåâàíèÿ

Ñèìïòîìû ÁÏ
íà ìîìåíò íà÷àëà

çàáîëåâàíèÿ

Ñèìïòîìû çàáîëåâàíèÿ
íà ìîìåíò îñìîòðà Ýôôåêòèâíîñòü

òåðàïèè Ë-ÄÎÔÀ
Ò Ð Á ÏÍ

1 G2019S Ì 53 36 Á, Ð + + + + Õîðîøàÿ

2à » Æ 54 38 À, Ð, Ò + + + + »

3à » Ì 78 59 Òî æå + + + + Ñëàáàÿ

4à » Æ 78 68 Ò + – – + Íå ïðèíèìàë

5 » Ì 74 65 » + + + + Õîðîøàÿ

6à V1613A Æ 79 74 » + – – + Íå ïðèíèìàë

Ï ð è ì å ÷ à í è å. À — àêèíåçèÿ, Ò — òðåìîð, Ð — ðèãèäíîñòü, Á — áðàäèêèíåçèÿ, ÏÍ — ïîñòóðàëüíàÿ íåñòàáèëüíîñòü, à Ïàöèåíòû, âîøåäøèå â
ïîâòîðíîå èññëåäîâàíèå ÷åðåç 3 ãîäà.

Ðèñ. 1. Àíàëèç àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öè-
òîìåòðèè ñ ïîìîùüþ äâîéíîé ìåòêè Annexin V-FITC — ïðî-

ïèäèé éîäèä (PI).

à — Annexin V/PI–/– — æèâûå êëåòêè; á — Annexin V/PI+/– — êëåòêè,
âîøåäøèå â ðàííþþ ñòàäèþ àïîïòîçà; â — Annexin V/PI+/+ — êëåòêè,
âîøåäøèå â ïîçäíèé àïîïòîç, è íåêðîòè÷åñêèå êëåòêè. Óêàçàíà äîëÿ (%)

àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê ïî îòíîøåíèþ ê îáùåìó êîëè÷åñòâó êëåòîê.



À ï î ï ò î ç ë è ì ô î ö è ò î â ï å ð è ô å ð è ÷ å ñ ê î é
ê ð î â è îöåíèâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðîìåò-
ðèè (ðèñ. 1) ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kiti (BD Pharmingen, ÑØÀ) íà ïðî-
òî÷íîì öèòîìåòðå Cytomics FC 500 (Beckman Coulter,
ÑØÀ).

Äëÿ êàæäîãî èçìåðåíèÿ ðåãèñòðèðîâàëè ñóììàðíóþ
äîëþ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ñòàäèÿõ
àïîïòîçà, îò îáùåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ð å ç ó ë ü ò à ò î â
ïðîâåëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû SPSS 12. Ïîêàçàòåëè,
ïîëó÷åííûå äëÿ ðàçëè÷íûõ ãðóïï, ñðàâíèâàëè ñ ïîìîùüþ
íåïàðàìåòðè÷åñêîãî U-òåñòà Ìàííà—Óèòíè (P < 0.05
ïðèíèìàëè çà çíà÷èìûé óðîâåíü äîñòîâåðíîñòè).

Ðåçóëüòàòû

Îòíîñèòåëüíûå óðîâíè ìÐÍÊ ãåíîâ FAS è BCL-2
îïðåäåëåíû â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ó 6 ïà-
öèåíòîâ ñ ìóòàöèÿìè â ãåíå LRRK2, 12 ïàöèåíòîâ ñî ñïî-
ðàäè÷åñêîé ôîðìîé ÁÏ è 10 íå èìåþùèõ íåâðîëîãè÷å-
ñêèõ çàáîëåâàíèé èíäèâèäóóìîâ (êîíòðîëü 1). Íàáëþäà-
ëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå îòíîñèòåëüíîãî
óðîâíÿ ìÐÍÊ ãåíà FAS ó ïàöèåíòîâ ñ ìóòàöèÿìè â ãåíå

LRRK2 ïî ñðàâíåíèþ ñ ïàöèåíòàìè ñ ñÁÏ (P < 0.002) è
êîíòðîëåì 1 (P < 0.05) (ðèñ. 2). Ïðè ýòîì íå âûÿâëåíî äî-
ñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé â óðîâíå ìÐÍÊ ãåíà FAS â ãðóïïå ñ
ñÁÏ è â êîíòðîëå 1 (P > 0.05). Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûõ
ðàçëè÷èé ìåæäó óðîâíÿìè ìÐÍÊ ãåíà BCL-2 â ëèìôîöè-
òàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè â òðåõ ãðóïïàõ íå âûÿâëåíî
(P > 0.05).

×åðåç 3 ãîäà áûëè äîñòóïíû 4 èç 6 ðàíåå îáñëåäîâàí-
íûõ ïàöèåíòîâ ñ LRRK2-àññîöèèðîâàííîé ÁÏ (òàáë. 1).
Ìû ñôîðìèðîâàëè íîâóþ êîíòðîëüíóþ ãðóïïó (êîíòðîëü
2), ñîñòîÿùóþ èç 9 èíäèâèäóóìîâ, â êîòîðóþ âîøëè äâà
ëèöà èç ãðóïïû êîíòðîëü 1. Â äàííûõ ãðóïïàõ áûëà ïðî-
âåäåíà îöåíêà ñïîíòàííîãî àïîïòîçà ëèìôîöèòîâ ïåðèôå-
ðè÷åñêîé êðîâè (òàáë. 3), à òàêæå èçìåðåí óðîâåíü ìÐÍÊ
ãåíà FAS ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ëèìôîöèòîâ â ñòàíäàðò-
íûõ óñëîâèÿõ (ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2) â òå÷åíèå
1, 24 è 48 ÷. Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ
ñïîíòàííîãî àïîïòîçà ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðî-
âè ó ïàöèåíòîâ ñ LRRK2-àññîöèèðîâàííîé ÁÏ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì íàáëþäàëè ÷åðåç 24 è 48 ÷ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ (Ð < 0.016 è P < 0.031 ñîîòâåòñòâåííî). Ïîâûøåí-
íûé óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíà FAS ëèìôîöèòîâ êðîâè ó
ïàöèåíòîâ ñ LRRK2-àññîöèèðîâàííîé ÁÏ ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíîé ãðóïïîé íàáëþäàëè ÷åðåç 1 è 24 ÷ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ (Ð < 0.03 è P < 0.05 ñîîòâåòñòâåííî) (ðèñ. 3).

Îáñóæäåíèå

Íàðóøåíèå ðåãóëÿöèè àïîïòîçà äîôàìèíåðãè÷åñêèõ
íåéðîíîâ ÷åðíîé ñóáñòàíöèè ðàññìàòðèâàåòñÿ â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ êàê îäèí èç âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ èõ ãèáåëè
ïðè ÁÏ. Ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷àñòî èñïîëü-
çóþò äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìà ïàòîãåíåçà íåéðîäåãåíåðà-
òèâíûõ çàáîëåâàíèé â ñèëó ñõîæåñòè ñèíòåçà è îáìåíà
äîôàìèíà â êëåòêàõ èììóííîé è íåéðîíàëüíîé ñèñòåì
(Cosentino et al., 1999). Ðàíåå â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè ó ïàöèåíòîâ ñ ñÁÏ îáíàðóæåíû óâåëè÷åíèå
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Ðèñ. 2. Îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíà FAS â ëèìôîöèòàõ
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (±SE) ó ãðóïï ïàöèåíòîâ ñ LRRK2-àññî-
öèèðîâàííîé ÁÏ (ÁÏ-LRRK2), ñî ñïîðàäè÷åñêîé ôîðìîé ÁÏ

(ñÁÏ) è ó êîíòðîëüíîé ãðóïïû.

à — èññëåäîâàíèå 2007 ã.; á — èññëåäîâàíèå ëèìôîöèòîâ òåõ æå ïàöèåí-
òîâ LRRK2-àññîöèèðîâàííîé ÁÏ 2010 ã.

Ðèñ. 3. Îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíà FAS â ëèìôîöèòàõ
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (±SE) ó ïàöèåíòîâ ñ LRRK2-àññîöèèðî-

âàííîé ÁÏ (ÁÏ-LRRK2) è â êîíòðîëå 2 ÷åðåç 1, 24 è 48 ÷.

Ò à á ë è ö à 3

Óðîâíè ñïîíòàííîãî àïîïòîçà ëèìôîöèòîâ
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ó ïàöèåíòîâ

ñ LRRK2-àññîöèèðîâàííîé ÁÏ (ÁÏ-LRRK2)
è êîíòðîëüíîé ãðóïïû

Ãðóïïû
Êîëè÷åñòâî ëèìôîöèòîâ, %

1 ÷ 24 ÷ 48 ÷

ÁÏ-LRRK2 (n = 4) 6.18 � 4.48 9.875 � 3.31
P = 0.016

10.25 � 3.09
P = 0.031

Êîíòðîëü (n = 9) 3.33 � 2.00 4.76 � 2.40 6.42 � 3.34

Ï ð è ì å ÷ à í è å. P — óðîâåíü ñòàòèñòè÷åñêîé çíà÷èìîñòè ðàçëè÷èé
ïî ñðàâíåíèþ ñ àíàëîãè÷íûìè ïîêàçàòåëÿìè â êîíòðîëå.



êîëè÷åñòâà áåëêà Fas, óñèëåíèå àêòèâíîñòè êàñïàç 3 è 9 è
ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ãåíà BCL-2 (Blandini et al., 2004; Ca-
lopa et al., 2010). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â âûøåóêà-
çàííûå èññëåäîâàíèÿ âêëþ÷àëè ãåòåðîãåííûå ãðóïïû ïà-
öèåíòîâ ñ ÁÏ íåèçâåñòíîé ýòèîëîãèè. Ïðè ýòîì èññëåäî-
âàíèÿ îáðàçöîâ êðîâè ïàöèåíòîâ ñ íàñëåäñòâåííûìè
ôîðìàìè ÁÏ âûÿâèëè ïîâûøåííûé óðîâåíü àïîïòîçà
ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ó ïàöèåíòîâ ñ ìóòà-
öèåé â ãåíå àëüôà-ñèíóêëåèíà (Battisti et al., 2008).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè óñèëåíèå ýêñïðåñ-
ñèè ìÐÍÊ ãåíà FAS è ïîâûøåíèå óðîâíÿ ñïîíòàííîãî
àïîïòîçà ÷åðåç 24 ÷ â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
ó ïàöèåíòîâ ñ LRRK2-àññîöèèðîâàííîé ÁÏ. Èçìåíåíèÿ â
óðîâíå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà BCL2 íå îáíàðóæåíî.

Â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro ïîêàçàëè, ÷òî êèíàçà LRRK2
âçàèìîäåéñòâóåò ñ FADD è àêòèâèðóåò êàñïàçó 8, îáðàçóÿ
àêòèâíûé ìóëüòèáåëêîâûé êîìïëåêñ, êîòîðûé çàïóñêàåò
àïîïòîç ïî âíåøíåìó ïóòè (Ho et al., 2009). Îäíàêî âî-
ïðîñ î ïðåèìóùåñòâåííîé àêòèâàöèè àïîïòîçà ïî âíåø-
íåìó ïóòè ïåðåä âíóòðåííèì îñòàåòñÿ îòêðûòûì, ïîñêîëüêó
ïðîäåìîíñòðèðîâàíî âëèÿíèå ýêñïðåññèè ìóòàíòíîé ôîð-
ìû LRRK2 íà ïðîöåññ âûñâîáîæäåíèÿ öèòîõðîìà Ñ è àê-
òèâàöèþ àïîïòîçà ïî âíóòðåííåìó ïóòè (Iaccarino et al.,
2007).

Óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè FAS â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè-
÷åñêîé êðîâè íàáëþäàëîñü ðàíåå ó ïàöèåíòîâ ñ ñÁÏ (Ca-
lopa et al., 2010). Îäíàêî ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè ãåíà FAS
îáíàðóæèâàåòñÿ è ïðè äðóãèõ çàáîëåâàíèÿõ (Kaplan, Sieg,
1998; Chen et al., 2004, 2007).

Óñèëåíèå óðîâíÿ àïîïòîçà ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè ó ïàöèåíòîâ ñ LRRK2-àññîöèèðîâàííîé ÁÏ
íàðÿäó ñ óâåëè÷åíèåì óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ FAS äàåò
îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü àêòèâàöèþ àïîïòîçà ïî âíåøíå-
ìó ïóòè ïðè íàëè÷èè ìóòàöèè LRRK2.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåê 09-04-00934-a).
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APOPTOSIS OF PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES IN PATIENTS

WITH LRRK2-ASSOCTATED PARKINSON’S DISEASE
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Mutations in the Leucine Reach Repeat Kinase 2 (LRRK2) gene are the most frequent cause of familial Par-
kinson’s disease (PD). Although the precise physiological and pathological role of LRRK2 is unclear, a direct
lin between mutant LRRK2 and apoptosis has been suggested. Using How cytometric analysis (PI+Annexin
V(FITC)) we showed increased spontaneous apoptosis of peripheral blood lymphocytes in patients with
LRRK.2-associated PD compared to controls after 24 (P < 0.016) and 48 (P < 0.031 ) h of incubation (5 % CO2,
37 °C). We found the increased FAS mRNA level in peripheral blood lymphocytes of patients with LRRK2-as-
sociated PD compared to controls (P < 0.05) and to sporadic PD (sPD) (P < 0.002). Significant difference in
FAS expression between patients with LRRK2-associated PD and controls remained after three years and was
detected after 1 and 24 h during lymphocyte incubation (P < 0.03 and 0.05, respectively). Increased spontaneous
lymphocytes apoptosis along to increased FAS expression in patients with LRRK2-associated PD suggest that
LRRK2 mutations may lead to the activation of extrinsic apoptotic way.

K e y w î r d s: apoptosis, BCL-2, FAS, LRRK2, lymphocytes, Parkinson’s disease.
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