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Ì. À. Íèêîëàåâ è äð.
Ìàêðîôàãè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà êàê ìîäåëü èçó÷åíèÿ äèñôóíêöèè ãëþêîöåðåáðîçèäàçû

Ìóòàöèè â ãåíå ãëþêîöåðåáðîçèäàçû (GBA) ïðèâîäÿò ê ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè ôåðìåíòà ãëþêîöå-
ðåáðîçèäàçû (GCase) è ðàçâèòèþ áîëåçíè Ãîøå (ÁÃ), îòíîñÿùåéñÿ ê êëàññó ëèçîñîìíûõ áîëåçíåé íàêîï-
ëåíèÿ (ËÁÍ). Â ãîìî- è ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèÿõ ìóòàöèè â ãåíå GBA ïîâûøàþò ðèñê ðàçâèòèÿ áîëåç-
íè Ïàðêèíñîíà (ÁÏ) â 7—8 ðàç. Äëÿ ñêðèíèíãà íîâûõ ïðåïàðàòîâ, ïîâûøàþùèõ ôåðìåíòàòèâíóþ àê-
òèâíîñòü GCase, àêòóàëüíî ñîçäàíèå ìîäåëè in vitro íà îñíîâå ïåðâè÷íûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð îò
ïàöèåíòîâ, íåñóùèõ ìóòàöèè â ãåíå GBA. Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ñîïîñòàâëåíà ýôôåêòèâíîñòü ðàç-
ëè÷íûõ ñïîñîáîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ ìàêðîôàãîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ è êîíòðîëüíîé
ãðóïïû ñ ïîñëåäóþùåé îöåíêîé ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè GCase è êîíöåíòðàöèè ëèçîñôèíãîëèïè-
äîâ ìåòîäîì òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ) â ñóõîì ïÿòíå êëåòîê. Âïåðâûå îöåíåíà
ýôôåêòèâíîñòü âîññòàíîâëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè ìóòàíòíîé GCase íà êóëüòóðå ïåðâè÷íûõ
ìàêðîôàãîâ ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ ïðè âîçäåéñòâèè ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ øàïåðîíîâ GCase (èçîôàãîìèíà è àì-
áðîêñîëà). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè ïðåäëîæèòü óäîáíûé âàðèàíò ñêðèíèíãà ïîòåíöèàëüíûõ
ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ, ïîâûøàþùèõ àêòèâíîñòü GCase, in vitro.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áîëåçíü Ãîøå, ìàêðîôàãè, ãëþêîöåðåáðîçèäàçà, ëèçîñôèíãîëèïèäû

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÏ — áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, ÁÃ — áîëåçíü Ãîøå, ÂÝÆÕ — âûñîêîýô-
ôåêòèâíàÿ æèäêîñòíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ, ÌÑ/ÌÑ — òàíäåìíàÿ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ, ËÁÍ — ëèçîñîìíûå
áîëåçíè íàêîïëåíèÿ, GBA — ãåí ãëþêîöåðåáðîçèäàçû, GCase — ôåðìåíò ãëþêîöåðåáðîçèäàçà,
Ì-ÊÑÔ — êîëîíèåñòèìóëèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà ìàêðîôàãîâ, HexSph — ãåêñîçèëñôèíãîçèí.

Äèñôóíêöèÿ ôåðìåíòîâ ëèçîñîì ïðèâîäèò ê ðàçâè-
òèþ öåëîãî ðÿäà íàñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé, îòíîñÿ-
ùèõñÿ ê êëàññó ëèçîñîìíûõ áîëåçíåé íàêîïëåíèÿ (ËÁÍ).
Ñàìîé ðàñïðîñòðàíåííîé èç ËÁÍ ÿâëÿåòñÿ áîëåçíü Ãîøå
(ÁÃ) — àóòîñîìíî-ðåöåññèâíîå çàáîëåâàíèå, îáóñëîâëåí-
íîå íàëè÷èåì ìóòàöèé â ãåíå ãëþêîöåðåáðîçèäàçû
(GBA). Ìóòàöèè â ãåíå GBA ïðèâîäÿò ê ñíèæåíèþ ôåð-
ìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè ëèçîñîìíîãî ôåðìåíòà ãëþêî-
öåðåáðîçèäàçû (GCase), îñóùåñòâëÿþùåãî ðàñùåïëåíèå
ãëþêîçèëöåðàìèäà. Êàê ñëåäñòâèå, âî ìíîãèõ òêàíÿõ îð-
ãàíèçìà, âêëþ÷àÿ ñåëåçåíêó, ïå÷åíü, ïî÷êè, ëåãêèå, ãî-
ëîâíîé è êîñòíûé ìîçã, ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå ñóáñòðà-
òà, à òàêæå åãî äåàöåòèëèðîâàííîé ôîðìû — ãëþêîçèëñ-
ôèíãîçèíà (GlñSph) (Messner, Cabot, 2010).

Â çàâèñèìîñòè îò ïðîÿâëåíèÿ è òÿæåñòè íåâðîëîãè÷å-
ñêîé ñèìïòîìàòèêè ÁÃ ïîäðàçäåëÿåòñÿ íà òðè òèïà —
íåéðîíîïàòè÷åñêèé (òèï I), èíôàíòèëüíàÿ ôîðìà (òèï II)
è ïîäîñòðàÿ íåéðîíîïàòè÷åñêàÿ (þâåëèðíàÿ) ôîðìà (òèï
III) (Weiss et al., 2015). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ ëå÷åíèÿ
ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ èñïîëüçóåòñÿ ôåðìåíòíî-çàìåñòèòåëüíàÿ
òåðàïèÿ (Brady, 2006). Ýòî äîðîãîñòîÿùèé ñïîñîá ëå÷å-
íèÿ, îñíîâàííûé íà ïîæèçíåííîé âíóòðèâåííîé èíúåê-
öèè ðåêîìáèíàíòíîãî ôåðìåíòà ïàöèåíòó 2 ðàçà â ìåñÿö.
Áîëåå òîãî, ýòà òåðàïèÿ íåýôôåêòèâíà ïðè íåâðîëîãè÷å-
ñêèõ ôîðìàõ çàáîëåâàíèÿ èç-çà íåñïîñîáíîñòè ôåðìåíòà
ïðîíèêàòü ÷åðåç ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð.

Èçâåñòíî, ÷òî ãîìî- è ãåòåðîçèãîòíûå íîñèòåëè ìóòà-
öèè â ãåíå GBA èìåþò âûñîêèé ðèñê ðàçâèòèÿ ðàñïðî-
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ñòðàíåííîãî íåéðîäåãåíåðàòèâíîãî çàáîëåâàíèÿ — áî-
ëåçíè Ïàðêèíñîíà (ÁÏ) (Sidransky et al., 2009). Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ íå ñóùåñòâóåò íåéðîïðîòåêòîðíûõ ñðåäñòâ äëÿ
ëå÷åíèÿ ÁÏ. Îáñóæäàåòñÿ ðàçðàáîòêà òåðàïåâòè÷åñêèõ
ïîäõîäîâ êàê äëÿ ëå÷åíèÿ íåéðîíàëüíûõ ôîðì ÁÃ, òàê è
äëÿ ÁÏ, àññîöèèðîâàííîé ñ ìóòàöèÿìè â ãåíå GBA
(GBA-ÁÏ), îñíîâàííûõ íà óâåëè÷åíèè ôåðìåíòàòèâíîé
àêòèâíîñòè GCase (Rocha et al., 2015). Â ÷àñòíîñòè, ðàñ-
ñìàòðèâàåòñÿ èñïîëüçîâàíèå íåáîëüøèõ ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêèõ øàïåðîíîâ GCase, íåáîëüøèõ ìîëåêóë, ñâÿçûâàþ-
ùèõñÿ ñ ôåðìåíòîì è âëèÿþùèõ íà åãî êîíôîðìàöèþ,
ñòàáèëèçàöèþ ñòðóêòóðû ôåðìåíòà è òðàíñëîêàöèþ â ëè-
çîñîìû (Aflaki et al., 2016).

Äëÿ èçó÷åíèÿ ýôôåêòèâíîñòè òàêèõ ïðåïàðàòîâ â âîñ-
ñòàíîâëåíèè ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè GCase â êëåò-
êàõ ÷åëîâåêà èñïîëüçóþòñÿ ðàçëè÷íûå ôóíêöèîíàëüíûå
ìîäåëè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ôèáðî-
áëàñòîâ ÷åëîâåêà äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ çàáîëåâàíèé, ñâÿ-
çàííûõ ñ äèñôóíêöèåé GCase, íå ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî
ïåðñïåêòèâíûì èç-çà íèçêîãî óðîâíÿ ìåòàáîëèçìà ñôèí-
ãîëèïèäîâ â êëåòêàõ ýòîãî òèïà (Borger et al., 2015).
Ìàêðîôàãè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà ó÷àñòâóþò â
óòèëèçàöèè ýðèòðîöèòîâ, ìåìáðàíà êîòîðûõ ïðåèìóùå-
ñòâåííî ñîäåðæèò ãëþêîçèëöåðåáðîçèä. Ñ ó÷åòîì âûøå-
ñêàçàííîãî, à òàêæå äîñòóïíîñòè êëåòîê êðîâè âûáîð â
êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ ìàêðîôàãîâ ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè ìîæåò îáñóæäàòüñÿ â êà÷åñòâå ïåðñïåêòèâíî-
ãî ïîäõîäà äëÿ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ äèñ-
ôóíêöèè GCase, à òàêæå ïîèñêà ïóòåé âîññòàíîâëåíèÿ àê-
òèâíîñòè ýòîãî ôåðìåíòà.

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëàñü îöåíêà
âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìàêðîôàãîâ, äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ èç ìîíîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâå-
êà, äëÿ èçó÷åíèÿ in vitro èçìåíåíèé ôåðìåíòàòèâíîé
àêòèâíîñòè GCase è íàêîïëåíèÿ ìåòàáîëèòîâ (ëèçîñôè-
íîãîëèïèäîâ) ìåòîäîì òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè
(ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ) â ñóõîì ïÿòíå êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å ì à ê ð î ô à ã î â. Ïåðèôåðè÷åñêóþ
êðîâü áðàëè ó 4 ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ (2 æåíùèíû, 2 ìóæ÷èí;
ñðåäíèé âîçðàñò 60.5 � 6.7 ãîäà) è ó 15 äîíîðîâ êîíòðî-
ëüíîé ãðóïïû (8 æåíùèí è 7 ìóæ÷èí; ñðåäíèé âîçðàñò
57.8 � 8.8 ãîäà). Âñå èíäèâèäóóìû êîíòðîëüíîé ãðóïïû
ïðîõîäèëè îñìîòð íåâðîëîãà ñ öåëüþ èñêëþ÷åíèÿ íåâðî-
ëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Èññëåäîâàíèå îäîáðåíî ýòè÷å-
ñêèì êîìèòåòîì Ïåðâîãî Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãî-
ñóäàðñòâåííîãî ìåäèöèíñêîãî óíèâåðñèòåòà èì. àêàä.
È. Ï. Ïàâëîâà, âñå ïàöèåíòû ïîäïèñàëè èíôîðìèðîâàí-
íîå ñîãëàñèå. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìîíîíóêëåàðíîé ôðàêöèè
êëåòîê èç ñâåæåñîáðàííîé öåëüíîé êðîâè èñïîëüçîâàëè
ìåòîä ãðàäèåíòíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 1600 îá/ìèí
è 16 °C â ðàñòâîðå ôèêîëëà ïëîòíîñòüþ 1.077 (GE Health-
care, Àíãëèÿ). Äàëåå äëÿ âûáîðà îïòèìàëüíîé ìåòîäèêè
äèôôåðåíöèðîâàíèÿ ìàêðîôàãîâ èç îïèñàííûõ ðàíåå
(Dekker et al., 2011; Aflaki et al., 2014) ìîíîíóêëåàðíûå
êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â äâóõ ðàçëè÷íûõ êóëüòóðàëü-
íûõ ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ ëèáî 10 % ñûâîðîòêè ÷åëîâåêà
(Sigma, ÑØÀ), ëèáî 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè
(Gibco, ÑØÀ) è Ì-ÊÑÔ (Gibco, ÑØÀ), â êîíå÷íîé êîí-
öåíòðàöèè 10 íã/ìë äëÿ ñòèìóëÿöèè ðîñòà ìàêðîôàãîâ.
Äèôôåðåíöèðîâêà ìîíîöèòîâ â ìàêðîôàãè ïðîõîäèëà â

èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ è 5 % ÑÎ2 ñ åæåäíåâíîé çàìåíîé
ñðåäû â òå÷åíèå 5 ñóò.

Â êà÷åñòâå ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ øàïåðîíîâ GCase
áûëè âûáðàíû èçîôàãîìèí è àìáðîêñîë (Sigma, ÑØÀ).
Äëÿ îöåíêè èõ âëèÿíèÿ íà ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü
GCase ê êëåòêàì íà 4-é äåíü êóëüòèâèðîâàíèÿ äîáàâëÿëè
èçîôàãîìèí äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 30 ìêÌ èëè àìá-
ðîêñîë äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 50 ìêÌ, ïîñëå ÷åãî
êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 4 ñóò â òîì æå èíêóáàòî-
ðå. Âñå ýêñïåðèìåíòû ïîâòîðÿëè òðèæäû.

Ô å í î ò è ï è ÷ å ñ ê î å ñ î ç ð å â à í è å ì à ê ð î ô à ã î â
ïîäòâåðæäàëè ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè è ïðî-
òî÷íîé öèòîìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíî ìå-
÷åííûõ àíòèòåë (eBioscience, ÑØÀ), èììóíîãåííûõ
ê ìåìáðàííîìó áåëêó CD68+ è CD45+ ìàêðîôàãîâ è ëåé-
êîöèòîâ ñîîòâåòñòâåííî íà 5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
(ðèñ. 1, à), ñðàâíèâàÿ ðåçóëüòàòû ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêà-
ìè (äî äèôôåðåíöèðîâêè ïîñëå 2 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ)
(ðèñ. 1, á). Îêðàñêó âíóòðèìåìáðàííûõ áåëêîâ äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè îñóùåñòâëÿëè ïî ñòàíäàðò-
íîìó ïðîòîêîëó (https://www.rndsystems.com/resources/
protocols/flow-cytometry-protocol-staining-intracellular-mo-
lecules-using-detergerts). Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè íà ïðî-
òî÷íîì öèòîìåòðå FC500 BeckmanCoulter (ÑØÀ).

Ô å ð ì å í ò à ò è â í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü G C a s e î ö å -
í è â à ë è â ñóõèõ ïÿòíàõ êðîâè, à òàêæå â ñóõèõ ïÿòíàõ
ëèìôîöèòîâ è ìàêðîôàãîâ êðîâè íà ôèëüòðîâàëüíîé áó-
ìàãå Whatman 903® (Whatman, Ãåðìàíèÿ). Öåëüíóþ
êðîâü, à òàêæå ñóñïåíçèþ êëåòîê íàíîñèëè â îáúåìå, äî-
ñòàòî÷íîì äëÿ ðàâíîìåðíîãî ïðîïèòûâàíèÿ îáîçíà÷åí-
íîé îáëàñòè íà ôèëüòðå (25 ìêë). Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ ïóòåì èçìåðåíèÿ êîíöåíòðà-
öèè ïðîäóêòà, ïîëó÷åííîãî â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè ôåðìåí-
òà ñ ñóáñòðàòîì. Ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî êîëè÷åñòâî ïîëó-
÷åííîãî ïðîäóêòà ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíî àêòèâíîñòè
ôåðìåíòà. Çà îñíîâó âçÿò îïóáëèêîâàííûé ïðîòîêîë
(Zhang et al., 2008) ñ ìîäèôèêàöèÿìè. Ïîäñ÷åò êëåòîê
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êàìåðû Ãîðÿåâà. Â îòëè÷èå îò
ïðîòîêîëà, ðàçðàáîòàííîãî ðàíåå (Zhang et al., 2008), â íà-
øåì èññëåäîâàíèè êîêòåéëü, ñîäåðæàùèé ñóáñòðàò, âíóò-
ðåííèé ñòàíäàðò è áóôåðíûé ðàñòâîð äëÿ ýêñòðàêöèè, äî-
áàâëÿëè ê ñóõèì ïÿòíàì áèîìàòåðèàëà äèàìåòðîì 3.2 ìì.
Èíêóáàöèîííûé áóôåð âêëþ÷àë â ñåáÿ 0.1 Ì áóôåðíûé
ðàñòâîð ôîðìèàòà àììîíèÿ, ðÍ 4.4, 8 ìêìîëü/ë àêàðáîçû
è 9.6 ã/ë òàóðîõîëàòà íàòðèÿ. Ðàçäåëåíèå ïðîäóêòîâ ðåàê-
öèè, âíóòðåííèõ ñòàíäàðòîâ è îñòàâøèõñÿ â ñìåñè ñóáñò-
ðàòîâ ïðîâîäèëè íà ñèñòåìå ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ, ñîñòîÿùåé
èç ÂÝÆÕ Schimadzu LC20 (Schimadzu, ßïîíèÿ) è òàíäåì-
íîãî ìàññ-ñïåêòðîìåòðà API 3200 QTrap (ABSciex,
ÑØÀ), â ðåæèìå ìîíèòîðèíãà ìíîæåñòâåííûõ ðåàêöèé
(multiple reaction monitoring — MRM).

Ê î í ö å í ò ð à ö è þ ë è ç î ñ ô è í ã î ë è ï è ä î â HexSph
(ñìåñü ãëþêîçèëñôèíãîçèíà (GlñSph) è ãàëàêòîçèëñôèí-
ãîçèíà (GalSph)) îïðåäåëÿëè ïî èçâåñòíîìó ïðîòîêîëó
(Polo et al., 2017) ñ ìîäèôèêàöèÿìè, â ÷àñòíîñòè èçìåðÿÿ
åå â ñóõîì ïÿòíå áèîìàòåðèàëà. Â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî
ñòàíäàðòà èñïîëüçîâàëè ëèçîëàêòîçèëñôèíãîçèí (Ly-
soLC). Ñèñòåìà ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ ñîñòîÿëà èç ÂÝÆÕ Schi-
madzu Nexera (Schimadzu, ßïîíèÿ) è ìàññ-ñïåêòðîìåòðà
API-5500 QTrap (ABSciex, ÑØÀ). Ðàçäåëåíèå ìåòàáîëè-
òîâ ïðîâîäèëè íà êîëîíêå Phenomenex Fusion-RP 4 ìêì
ðàçìåðîì 2.1 � 50 ìì â ëèíåéíîì ðåæèìå ãðàäèåíòà.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ
ïðîãðàììó SPSS, âåðñèÿ 23.0. Ñðàâíåíèå âàðèàöèîííûõ
ðÿäîâ ìåæäó äâóìÿ ãðóïïàìè ñðàâíåíèÿ ïðîâîäèëè ñ èñ-
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ïîëüçîâàíèåì êðèòåðèÿ Ìàííà—Óèòíè (â ñëó÷àå îòñóò-
ñòâèÿ ñîîòâåòñòâèÿ íîðìàëüíîìó ðàñïðåäåëåíèþ). Çíà÷å-
íèÿ P 0.05 ñ÷èòàëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè. Äàííûå
ïðåäñòàâëåíû â âèäå ìåäèàíû (ìèíèìóì—ìàêñèìóì).

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ îöåíêè âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìàêðî-
ôàãîâ äëÿ àíàëèçà ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè GCase, à
òàêæå êîíöåíòðàöèè ëèçîñôèíãîëèïèäîâ ìåòîäîì
ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ íà ôèëüòðîâàëüíóþ áóìàãó íàíîñèëè
ïÿòíà öåëüíîé êðîâè èëè êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè êðîâè â
ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè. Â ñëó÷àå êóëüòóðàëüíûõ ìàê-
ðîôàãîâ îöåíêà ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè GCase â ñó-

õèõ ïÿòíàõ ñóùåñòâåííî çàâèñåëà îò êîíöåíòðàöèè
êëåòîê, íàíåñåííûõ íà ôèëüòðû. Ïðè êîíöåíòðàöèè ìàê-
ðîôàãîâ âûøå 2.52�106 êë./ìë íàáëþäàëè îòñóòñòâèå ëè-
íåéíîé çàâèñèìîñòè àêòèâíîñòè GCase îò êîíöåíòðàöèè
êëåòîê (ñì. òàáëèöó). Â äàëüíåéøåì äëÿ îöåíêè ôåðìåí-
òàòèâíîé àêòèâíîñòè GCase, à òàêæå íàêîïëåíèÿ ëèçîñ-
ôèíãîëèïèäîâ â ñóõîì ïÿòíå íà ôèëüòðîâàëüíóþ áóìàãó
íàíîñèëè ìàêðîôàãè â êîíöåíòðàöèè 2�106 êë./ìë.

Â õîäå ðàáîòû ñîïîñòàâëÿëè ýôôåêòèâíîñòü äèôôå-
ðåíöèðîâêè ìîíîöèòîâ êðîâè â ìàêðîôàãè â ñðåäå â ïðè-
ñóòñòâèè ñûâîðîòêè ÷åëîâåêà è â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ýìá-
ðèîíàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó è ôàêòîð ðîñòà ìàêðî-
ôàãîâ M-ÊÑÔ, ïîñêîëüêó â áû÷üåé ñûâîðîòêå îí
îòñóòñòâóåò. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ íà 5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
íàáëþäàëè äèôôåðåíöèðîâàíèå ìîíîöèòîâ â ìàêðîôàãè.

1024 Ì. À. Íèêîëàåâ è äð.

Ðèñ. 1. Ãèñòîãðàììû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè êëåòîê, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííûõ àíòèòåë ê ìàðêåðàì
CD45+ è CD68+ ÷åðåç 2 ÷ (à) è 5 ñóò (á) êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ñëåâà — ñîäåðæàíèå ëåéêîöèòîâ CD45+ ïî îòíîøåíèþ êî âñåì êëåòêàì (%); ñïðàâà — ñîäåðæàíèå ìàêðîôàãîâ CD68+ ïî îòíîøåíèþ ê CD45+-êëåò-
êàì (%).

Àêòèâíîñòü GCase â ñóõèõ ïÿòíàõ êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè èíäèâèäóóìà êîíòðîëüíîé
ãðóïïû, íàíåñåííûõ íà ôèëüòðîâàëüíóþ áóìàãó â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ

Êëåòêè
Êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê,

ìëí/ìë
Àêòèâíîñòü GCase â ñóõèõ ïÿòíàõ,

ìêìîëü/ë/÷à

Ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè 4.9 0.060 � 0.003

3.6 0.040 � 0.002

ÌÔ, êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè
ñûâîðîòêè ÷åëîâåêà

3.0 41.51 � 10.07

2.5 24.38 � 9.22

2.0 6.03 � 2.71

0.8 3.55 � 0.38

0.6 2.52 � 0.43

0.4 0.73 � 0.13

ÌÔ, êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè
áû÷üåé ñûâîðîòêè è M-ÊÑÔ

3.0 27.50 � 7.14

2.0 6.92 � 2.05

1.9 5.9 � 0.3

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè.
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Ðèñ. 2. Àêòèâíîñòü GCase â ìàêðîôàãàõ (à) è ñóõîì ïÿòíå êðîâè (á), à òàêæå êîíöåíòðàöèÿ ëèçîñôèíãîëèïèäîâ (HexSph) â ìàêðî-
ôàãàõ (â) è ñóõîì ïÿòíå êðîâè (ã) ó ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ è çäîðîâûõ äîíîðîâ (êîíòðîëü).

ÌÔ — ìàêðîôàãè, ÑÏ — ñóõîå ïÿòíî. Çäåñü è íà ðèñ. 3: äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ìåäèàíû, âåðòèêàëüíûå îòðåçêè ìèíèìàëüíûå è ìàêñèìàëüíûå
çíà÷åíèÿ.

Ðèñ. 3. Àêòèâíîñòü GCase ìàêðîôàãîâ â êóëüòóðå ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ â îòñóòñòâèå (ñâåòëûå ñòîëáöû) è â ïðèñóòñòâèè (÷åðíûå
ñòîëáöû) àìáðîêñîëà (ÀÁÊ, à) è èçîôàãîìèíà (ÈÔÃ, á).

Ïî ãîðèçîíòàëè âíèçó — ãåíîòèï ïàöèåíòà ñ ÁÃ.



Ýôôåêòèâíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè äîñòèãàëà 98 % (ïðî-
öåíòíîå ñîîòíîøåíèå êëåòîê ìàêðîôàãîâ ê ìîíîöèòàì íà
5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ). Â äàëüíåéøåé ðàáîòå ìàêðîôà-
ãè êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè M-ÊÑÔ ââèäó îòñóòñò-
âèÿ ðàçëè÷èé ýôôåêòèâíîñòè ìåæäó äâóìÿ ñïîñîáàìè êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ, à òàêæå îòíîñèòåëüíîé äåøåâèçíû äàííî-
ãî ñïîñîáà.

Íàìè ïðîâåäåíî ñîïîñòàâëåíèå àêòèâíîñòè GCase
â ñóõèõ ïÿòíàõ êðîâè è ìàêðîôàãîâ, êóëüòèâèðóåìûõ â
ïðèñóòñòâèè M-ÊÑÔ, ìåæäó ïàöèåíòàìè ñ ÁÃ (n = 4)
è êîíòðîëüíîé ãðóïïîé (n = 10). Ñíèæåíèå àêòèâíîñòè
GCase ó ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ïðî-
äåìîíñòðèðîâàíî êàê â ñóõèõ ïÿòíàõ êðîâè (P < 0.001),
òàê è â êóëüòèâèðóåìûõ ìàêðîôàãàõ (P < 0.001) (ðèñ. 2,
à, á). Òàêæå áûëî ïîêàçàíî ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå ïî-
âûøåíèå êîíöåíòðàöèè HexSph êàê â ñóõîì ïÿòíå êðî-
âè ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ, òàê è â ñóõîì ïÿòíå êóëüòèâèðóå-
ìûõ ìàêðîôàãîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé
(P < 0.001 â îáîèõ ñëó÷àÿõ) (ðèñ. 2, â, ã).

Ñ öåëüþ îöåíêè âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ïðåäëî-
æåííîãî ïîäõîäà äëÿ ñêðèíèíãà ïðåïàðàòîâ, ïîâûøàþ-
ùèõ àêòèâíîñòü GCase, ìû êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñò-
âèè ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ øàïåðîíîâ GCase èçîôàãîìèíà
(30 ìêÌ) è àìáðîêñîëà (50 ìêÌ) ìàêðîôàãè ïàöèåíòîâ ñ
ÁÃ (ÁÃ1—ÁÃ3) ñ íàèáîëåå ÷àñòûìè ìóòàöèÿìè â ãåíå
GBA (L444P è N370S) ñ ãåíîòèïîì: N370S/L444P (ÁÃ1,
ìóæ÷èíà 57 ëåò; ÁÃ3, ìóæ÷èíà 63 ãîäà), N370S/– (ÁÃ2,
æåíùèíà 53 ãîäà). Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî óâåëè÷åíèå àê-
òèâíîñòè GCase â ìàêðîôàãàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïà-
öèåíòîâ ñ ÁÃ â ïðèñóòñòâèè îáîèõ øàïåðîíîâ (ðèñ. 3). Ðà-
íåå èçîôàãîìèí è àìáðîêñîë â àíàëîãè÷íûõ êîíöåíòðà-
öèÿõ áûëè èñïîëüçîâàíû ïðè îöåíêå èõ âëèÿíèÿ íà
àêòèâíîñòü GCase â ôèáðîáëàñòàõ îò áîëüíûõ ÁÃ (Khanna
et al., 2010; Sun et al., 2012; McNeill et al., 2014).

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ ìå-
òîäîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ ìàêðîôàãîâ èç ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè ÷åëîâåêà ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âûáðàííûõ óñëîâèÿõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ (ïîëó÷åíèå ìàêðîôàãîâ èç ìîíîöèòîâ ñ
èñïîëüçîâàíèåì ôàêòîðà M-ÊÑÔ) ìàêðîôàãè ïàöèåíòîâ
ñ ÁÃ îòðàæàþò èçìåíåíèå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè
GÑase è íàêîïëåíèå ëèçîñôèíãîëèïèäîâ ïðè èõ îöåíêå â
ñóõîì ïÿòíå, íàíîñèìûõ íà ôèëüòðîâàëüíóþ áóìàãó â êî-
ëè÷åñòâå 2�106 êë./ìë.

Âûáîð â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ ìàêðîôàãîâ
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå ïåð-
ñïåêòèâíûõ ïîäõîäîâ äëÿ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõà-
íèçìîâ äèñôóíêöèè GCase (Aflaki et al., 2014). Ýòî îáó-
ñëîâëåíî òåì, ÷òî èìåííî ìàêðîôàãè îñóùåñòâëÿþò èë-
ëþìèíàöèþ èç êðîâÿíîãî ðóñëà ýðèòðîöèòîâ, ìåìáðàíû
êîòîðûõ áîãàòû ãëþêîöåðåáðîçèäîì, ÷òî îáóñëîâëèâàåò
âûñîêèé óðîâåíü ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè GCase â
äàííûõ êëåòêàõ. Êóëüòèâèðîâàííûå ìàêðîôàãè ïåðèôå-
ðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà óæå óñïåøíî èñïîëüçîâàëè äëÿ
èññëåäîâàíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ îñîáåííîñòåé ïàòîãåíåçà
ÁÃ. Òàê, èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè GCase ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè ìàêðîôàãîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñåëåêòèâíîãî èí-
ãèáèòîðà êîíäóðèòîë-Â-ýïîêñèäà ïðèâîäèëî ê íàêîïëå-
íèþ ëèçîñôèíãîëèïèäîâ (Dekker et al., 2011). Êðîìå òîãî,
êóëüòèâèðîâàíèå ìàêðîôàãîâ ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ èñïîëüçîâà-
ëè â ïîèñêå ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ øàïåðîíîâ GCase äëÿ òå-
ðàïèè ýòîãî çàáîëåâàíèÿ (Aflaki et al., 2014, 2016; Rodri-

guez-Lavado, 2014). Â ýòèõ ðàáîòàõ (Aflaki et al., 2014,
2016), òàê æå êàê è â íàñòîÿùåé, èñïîëüçîâàëè M-ÊÑÔ
äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìàêðîôàãîâ èç ìîíîöèòîâ ÷åëîâåêà.

Ìû ïîäòâåðäèëè, ÷òî îöåíêà àêòèâíîñòè GCase â
êóëüòèâèðóåìûõ ìàêðîôàãàõ îòðàæàåò èçìåíåíèå àêòèâ-
íîñòè GCase â êðîâè ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ, ÷òî è ïðåäïîëàãàåò
àäåêâàòíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ äàííîãî ïîäõîäà äëÿ èçó÷å-
íèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ GBA-ÁÏ è ñêðèíèíãà ïî-
òåíöèàëüíûõ àêòèâàòîðîâ GCase, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñ-
ïîëüçîâàíû äëÿ ëå÷åíèÿ êàê íåéðîíàëüíûõ ôîðì ÁÃ, òàê
è ÁÏ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ôàð-
ìàêîëîãè÷åñêõ øàïåðîíîâ GCase òàêæå èñïîëüçóþò ìàê-
ðîôàãè è äîôàìèíåðãè÷åñêèå íåéðîíû, ïîëó÷åííûå èç
èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
(iPSC) (Panicker et al., 2014). Îäíàêî ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî ýòîò ïîäõîä ÿâëÿåòñÿ äîðîãîñòîÿùèì è âðåìÿçàòðàò-
íûì, è òàêèå èññëåäîâàíèÿ îñòàþòñÿ åäèíè÷íûìè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû âïåðâûå ïîêàçàëè, ÷òî îöåíêà
àêòèâíîñòè GCase ìåòîäîì ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè ìàêðîôàãîâ èç ìîíîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè ñ èñïîëüçîâàíèåì M-ÊÑÔ îòðàæàåò ñíèæåíèå ôåð-
ìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè GCase, íàáëþäàåìîå â ñóõèõ
ïÿòíàõ êðîâè ó ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ. Ìåòîä ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ
ÿâëÿåòñÿ ñåãîäíÿ íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûì äëÿ îöåíêè
àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ è êîíöåíòðàöèè ìåòàáîëèòîâ è â
äàííûé ìîìåíò àêòèâíî âíåäðÿåòñÿ â êëèíè÷åñêóþ ïðàê-
òèêó äëÿ äèàãíîñòèêè ÁÃ (Polo et al., 2017). Îáñóæäàåòñÿ
ïðåèìóùåñòâî èñïîëüçîâàíèÿ äàííîãî ìåòîäà äëÿ îöåíêè
ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè GCase ñ èñïîëüçîâàíèåì
ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííûõ ñóáñòðàòîâ (Yadav et al., 2015;
Wolf et al., 2017). Â ÷àñòíîñòè, èñïîëüçóÿ îöåíêó àêòèâíî-
ñòè GCase è óðîâíÿ ñóáñòðàòîâ â ñóõîì ïÿòíå êðîâè ìåòî-
äîì ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ, ìû ðàíåå ïîêàçàëè, ÷òî ïàöèåíòû ñ
ÁÏ, èìåþùèå ìóòàöèþ â ãåíå GBA â ãåòåðîçèãîòíîì
ñîñòîÿíèè, òàêæå äåìîíñòðèðóþò ñíèæåíèå ôåðìåíòà-
òèâíîé àêòèâíîñòè GCase è óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè
HexSph (Pchelina et al., 2017, 2018).

Èñïîëüçîâàíèå ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ øàïåðîíîâ GCa-
se â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàññìàòðèâàåòñÿ â êà÷åñòâå ïåðñ-
ïåêòèâíûõ ïîäõîäîâ ê òåðàïèè ïðè ëå÷åíèè ïàöèåíòîâ ñ
ÁÃ (Schapira et al., 2013). Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè
âïåðâûå ïðîâåäåíî ñîêóëüòèâèðîâàíèå ìàêðîôàãîâ ñ ðà-
íåå îïèñàííûìè ôàðìàêîëîãè÷åñêèìè øàïåðîíàìè GCa-
se èçîôàãîìèíîì è àìáðîêñîëîì. Ðàíåå ýôôåêòèâíîñòü
øàïåðîíîâ GCase ïîêàçàíà â îòíîøåíèè âîññòàíîâëåíèÿ
àêòèâíîñòè ìóòàíòíûõ ôîðì GCase íà ôèáðîáëàñòàõ ïà-
öèåíòîâ ñ ÁÃ è ÁÏ, à òàêæå íà ìûøèíûõ ìîäåëÿõ ýòèõ çà-
áîëåâàíèé (Lieberman et al., 2007; Sun et al., 2012). Íåîá-
õîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â íàøåì èññëåäîâàíèè ôåðìåíòà-
òèâíàÿ àêòèâíîñòü GCase ìàêðîôàãîâ ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ â ïðèñóòñòâèè àìáðîêñîëà óâåëè-
÷èâàëàñü â 1.2—1.9 ðàçà, ÷òî ñîñòàâèëî 11.6 � 2.3 % îò
ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè GCase â êîíòðîëüíîé ãðóïïå.
Â òî æå âðåìÿ ïðè îáðàáîòêå ìàêðîôàãîâ äâóõ ïàöèåíòîâ ñ
ÁÃ èçîôàãîìèíîì íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå ôåðìåíòàòèâ-
íîé àêòèâíîñòè GCase â 2 è 3.6 ðàçà, ÷òî ñîñòàâëÿëî 11.6
è 44 % ñîîòâåòñòâåííî îò ñðåäíåãî óðîâíÿ ôåðìåíòàòèâ-
íîé àêòèâíîñòè GCase â êîíòðîëüíîé ãðóïïå.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíî áîëåå âûðàæåííîå
âëèÿíèå èçîôàãîìèíà, ÷åì àìáðîêñîëà, íà óâåëè÷åíèå àê-
òèâíîñòè GCase ìàêðîôàãîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïàöè-
åíòîâ ñ ÁÃ. Ðàíåå â ðàçëè÷íûõ èññëåäîâàíèÿõ íà ôèáðî-
áëàñòàõ ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ ïðè èñïîëüçîâàíèè èçîôàãîìèíà
ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè GCase â 1.4—3.5 ðàçà,
÷òî ñîñòàâëÿëî äî 60 % îò óðîâíÿ àêòèâíîñòè GCase â
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êîíòðîëüíîé ãðóïïå (Khanna et al., 2010; Sun et al., 2012).
Òàêæå íà ôèáðîáëàñòàõ ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ è GBA-ÁÏ áûëî
ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè GCase ïðè èñïîëüçîâà-
íèè àìáðîêñîëà (McNeill et al., 2014).

Òàêèì îáðàçîì, ñäåëàííàÿ íàìè îöåíêà âëèÿíèÿ èçî-
ôàãîìèíà è àìáðîêñîëà íà àêòèâíîñòü GCase â ìàêðîôà-
ãàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè
àíàëîãè÷íûõ èññëåäîâàíèé, âûïîëíåííûõ íà ôèáðîáëà-
ñòàõ ïàöèåíòîâ ñ ÁÃ. Ýòî ïîäòâåðæäàåò ìíåíèå î òîì, ÷òî
äàííûå ôàðìàêîëîãè÷åñêèå øàïåðîíû GCase ìîãóò áûòü
èñïîëüçîâàíû äëÿ òåðàïèè çàáîëåâàíèé, àññîöèèðîâàí-
íûõ ñ äèñôóíêöèåé GCase (Schapira et al., 2013).

Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü
âûâîä î òîì, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ìàêðîôàãîâ ïåðèôåðè-
÷åñêîé êðîâè ïàöèåíòîâ ñ äèñôóíêöèåé GCase ñ ïîñëåäó-
þùåé îöåíêîé àêòèâíîñòè GCase è ñóáñòðàòîâ ìåòîäîì
ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ ìîæåò ñóùåñòâåííî óïðîñòèòü çàäà÷ó
ñêðèíèíãà íîâûõ ñîåäèíåíèé äëÿ ëå÷åíèÿ êàê íåéðîíàëü-
íûõ ôîðì ÁÃ, òàê è GBA-ÁÏ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 17-75-20159).
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Mutations of the GBA gene cause Gaucher disease (GD), a lysosomal storage disease (LSD), connected
with decreased activity of the lysosomal enzyme glucocerebrosidase (GCase). Both, homozygous and heterozy-
gous states of GBA mutations implicate an increased risk of Parkinson’s disease (PD). Cell-based model in vitro
from patients with mutations in the GBA gene is crucial for the new approaches of GD and PD treatment by inc-
reasing the GCase enzymatic activity, in particular, using pharmacological chaperones. The current study is ba-
sed on the use of homogeneous populations of primary human macrophages for investigation of GCase disfunc-
tions. The efficiency of different methods for macrophages culturing was compared with subsequent evaluation
of GCase enzymatic activity and lysosphingolipids concentration in the dry spots of macrophages by means of
LC-MS/MS. The efficiency of pharmacological chaperones isofagomine and ambroxol in restoring GCase en-
zymatic activity in the macrophages from GD patients was tested. The following research allowed to propose an
approach in vitro to screening the potential drugs increases the activity of GCase.
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