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À. Ê. Åìåëüÿíîâ è äð.
Âëèÿíèå äîôàìèíà íà ýêñïðåññèþ àëüôà-ñèíóêëåèíà...

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî íàðóøåíèå ìåòàáîëèçìà ïðåñèíàïòè÷åñêîãî áåëêà àëüôà-ñèíóê-
ëåèíà è åãî àãðåãàöèÿ àññîöèèðîâàíû ñ ïàòîãåíåçîì áîëåçíè Ïàðêèíñîíà (ÁÏ). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ãè-
áåëü äîôàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ ïðè ÁÏ ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàíà âëèÿíèåì äîôàìèíà íà ïðîöåññ
îëèãîìåðèçàöèè àëüôà-ñèíóêëåèíà, â ïåðâóþ î÷åðåäü ïóòåì íåïîñðåäñòâåííîãî îêèñëåíèÿ áåëêà. Â òî
æå âðåìÿ íå èñêëþ÷àåòñÿ âëèÿíèå äîôàìèíà íà ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà SNCA. Èçâåñòíî,
÷òî â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè SNCA ìîãóò ó÷àñòâîâàòü òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû GATA-1, GATA-2 è
ZSCAN21.

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ÏÖÐ â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè ìû îöåíèëè âëèÿ-
íèå ýêçîãåííîãî äîôàìèíà (100 ìêÌ) íà óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíîâ SNCA, GATA-1, GATA-2 è ZSCAN21 è óðî-
âåíü îáùåãî àëüôà-ñèíóêëåèíà â êóëüòèâèðóåìûõ ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ËÏÊ) ïàöèåíòîâ
ñ ÁÏ (n = 18) è èíäèâèäóóìîâ ãðóïïû êîíòðîëÿ (n = 14). Âïåðâûå îáíàðóæåíî ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè SNCA â ËÏÊ ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ (Ð = 0.013), èíäèâèäóóìîâ ãðóïïû êîíòðîëÿ (Ð = 0.004), à òàêæå â îáú-
åäèíåííîé ãðóïïå, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ è èíäèâèäóóìîâ ãðóïïû êîíòðîëÿ (Ð = 0.001)
ïðè äåéñòâèè äîôàìèíà. Ïðè îöåíêå óðîâíÿ îáùåãî àëüôà-ñèíóêëåèíà âûÿâëåíà òåíäåíöèÿ ê åãî óìåíü-
øåíèþ â ËÏÊ èíäèâèäóóìîâ êîíòðîëüíîé ãðóïïû (Ð = 0.068), à òàêæå â îáúåäèíåííîé ãðóïïå ïàöèåí-
òîâ ñ ÁÏ è èíäèâèäóóìîâ ãðóïïû êîíòðîëÿ (Ð = 0.059) ïðè ñðàâíåíèè îáðàáîòàííûõ è íå îáðàáîòàííûõ
äîôàìèíîì êëåòîê. Ïîêàçàíî ïîâûøåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ ãåíà ZSCAN21 â ËÏÊ èíäèâèäóóìîâ êîíòðîëü-
íîé ãðóïïû (Ð = 0.022), à òàêæå ãåíà GATA-1 â ËÏÊ ãðóïïû ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ (Ð = 0.019), êóëüòèâèðîâàí-
íûõ â ïðèñóòñòâèè äîôàìèíà. Òàêæå îáíàðóæåíî óâåëè÷åíèå óðîâíåé ìÐÍÊ ãåíîâ GATA-1, GATA-2,
ZSCAN21 â ËÏÊ ïðè äåéñòâèè äîôàìèíà â îáúåäèíåííîé ãðóïïå ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ è èíäèâèäóóìîâ êîíò-
ðîëüíîé ãðóïïû (Ð = 0.027, 0.029 è 0.002 äëÿ GATA-1, GATA-2 è ZSCAN21 ñîîòâåòñòâåííî). Òàêèì îá-
ðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå âïåðâûå ïîêàçûâàþò âëèÿíèå äîôàìèíà íà óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíîâ SNCA, GA-
TA-1, GATA-2 è ZSCAN21 â êóëüòèâèðóåìûõ ËÏÊ ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ è èíäèâèäóóìîâ êîíòðîëüíîé ãðóïïû,
à òàêæå äàþò îñíîâàíèå ïðåäïîëàãàòü âîçìîæíîå âëèÿíèå äîôàìèíà íà ðåãóëÿöèþ ýêñïðåññèè SNCA.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, àëüôà-ñèíóêëåèí, äîôàìèí, ãåí SNCA, ãåíû òðàíñêðèï-
öèîííûõ ôàêòîðîâ GATA-1, GATA-2 è ZSCAN21, ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè.

Ïðèíÿòûå ñîêðàùåíèÿ: ÁÏ — áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, ÄÍ — äîôàìèíåðãè÷åñêèå íåéðîíû,
ÈÔÀ — èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç, ËÏÊ — ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, ÒÔ — òðàíñêðèïöèîí-
íûé ôàêòîð, Ë-ÄÎÔÀ — 3,4-äèîêñèôåíèëàëàíèí.

Áîëåçíü Ïàðêèíñîíà (ÁÏ) — ðàñïðîñòðàíåííîå íåé-
ðîäåãåíåðàòèâíîå çàáîëåâàíèå, êëþ÷åâûì çâåíîì ïàòîãå-
íåçà êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ àãðåãàöèÿ ïðåñèíàïòè÷åñêîãî áåë-
êà àëüôà-ñèíóêëåèíà â äîôàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ

(ÄÍ) ÷åðíîé ñóáñòàíöèè ìîçãà ÷åëîâåêà (Eller, Williams,
2011; Gir*aldez-P*erez et al., 2014). Îñíîâíûì ãèñòîïàòîëî-
ãè÷åñêèì ïðèçíàêîì ýòîãî çàáîëåâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ îáíàðó-
æåíèå â öèòîïëàçìå êëåòîê íåáîëüøèõ áåëêîâûõ âêëþ÷å-
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íèé òåëåö Ëåâè, ïðåîáëàäàþùèì êîìïîíåíòîì êîòîðûõ
ÿâëÿåòñÿ àëüôà-ñèíóêëåèí (Kalia, Lang, 2015). Ê íàñòîÿ-
ùåìó âðåìåíè â èññëåäîâàíèÿõ in vitro è íà ìîäåëüíûõ
æèâîòíûõ ïîêàçàíî, ÷òî óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ãåíà
SNCA ñïîñîáñòâóåò ôîðìèðîâàíèþ íåéðîòîêñè÷åñêèõ
îëèãîìåðíûõ ôîðì àëüôà-ñèíóêëåèíà (Feany, Bender,
2000; Roberts, Brown, 2015; Roberts et al., 2015). Äóïëèêà-
öèÿ è òðèïëèêàöèÿ ãåíà ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ íàñëåäñò-
âåííûõ ôîðì ÁÏ (Singleton, 2003; Chartier-Harlin et al.,
2004). Ïîëèìîðôíûå âàðèàíòû SNCA, àññîöèèðîâàííûå ñ
ïîâûøåíèåì åãî ýêñïðåññèè, ñ÷èòàþòñÿ ôàêòîðîì ðèñêà
ðàçâèòèÿ ÁÏ (Maraganore, 2006; Pankratz et al., 2009; Ed-
wards et al., 2010; Emelyanov et al., 2013).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà ýêñïðåññèþ
SNCA è ñèíòåç àëüôà-ñèíóêëåèíà â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ
îðãàíèçìà ÷åëîâåêà, ðàçâèòèå ÁÏ-àññîöèèðîâàííîé íåé-
ðîäåãåíåðàöèè çàòðàãèâàåò ïðåèìóùåñòâåííî êîíêðåò-
íóþ îáëàñòü ìîçãà, ïðèâîäÿ ê ãèáåëè ÄÍ, îñóùåñòâëÿþ-
ùèõ ñèíòåç, âûñâîáîæäåíèå â ïðåñèíàïòè÷åñêóþ ùåëü,
îáðàòíûé çàõâàò è ìåòàáîëèçì äîôàìèíà. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî
íàðóøåíèå ãîìåîñòàçà äîôàìèíà â ÄÍ ìîæåò ñïîñîáñòâî-
âàòü ðàçâèòèþ íåéðîäåãåíåðàöèè ïðè ÁÏ. Ñåãîäíÿ ïîÿâ-
ëÿåòñÿ âñå áîëüøå äàííûõ, ïîëó÷åííûõ êàê â ýêñïåðè-
ìåíòàõ in vitro, òàê è íà íåéðîíàëüíîé êëåòî÷íîé ìîäåëè,
ïîêàçûâàþùèõ, ÷òî óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ýêçîãåííî-
ãî äîôàìèíà âëå÷åò çà ñîáîé ïîâûøåíèå óðîâíÿ àãðåãà-
öèè àëüôà-ñèíóêëåèíà â êëåòêå (Lee et al., 2011; Lee et al.,
2015).

Èçâåñòíî, ÷òî óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè äîôàìèíà
ìîæåò ïðèâîäèòü ê ïîÿâëåíèþ ìîäèôèöèðîâàííûõ ôîðì
àëüôà-ñèíóêëåèíà, óñèëèâàÿ àãðåãàöèþ áåëêà è íàðóøàÿ
åãî äåãðàäàöèþ â êëåòêå (Conway, 2001; Burke et al., 2008;
Lee et al., 2011; Planchard et al., 2014). Òàê, îêèñëåííûå
ôîðìû äîôàìèíà ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü àääóêòû ñ àëü-
ôà-ñèíóêëåèíîì, ïðèâîäÿ ê óñèëåíèþ îëèãîìåðèçàöèè è
ñòàáèëèçàöèè íåéðîòîêñè÷íûõ ïðîòîôèáðèëë àëüôà-ñè-
íóêëåèíà (Conway, 2001). Ñëåäóåò îòìåòèòü íåìàëîâàæ-
íóþ ðîëü äîôàìèíà â ñòèìóëèðîâàíèè ñåêðåöèè îëèãî-
ìåðíûõ ôîðì àãðåãàòîâ àëüôà-ñèíóêëåèíà íåéðîíàìè,
ñïîñîáíûõ èíèöèèðîâàòü àãðåãàöèþ áåëêà â ñîñåäíèõ
êëåòêàõ (Lee et al., 2011; Planchard et al., 2014). Íåñìîòðÿ
íà îáèëèå äàííûõ î âëèÿíèè äîôàìèíà íà îëèãîìåðèçà-
öèþ àëüôà-ñèíóêëåèíà, åãî ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ýêñïðåñ-
ñèè SNCA îñòàåòñÿ ìàëîèçó÷åííûì.

Îäíèì èç âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè ýêñï-
ðåññèè SNCA ïðè äåéñòâèè äîôàìèíà ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ðå-
ãóëÿöèÿ ñ ïîìîùüþ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ (ÒÔ).
Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè îáíàðóæåíî íåñêîëüêî ÒÔ, ïî-
òåíöèàëüíî ó÷àñòâóþùèõ â ýòîì ïðîöåññå, — C/EBPb,
GATA-1, GATA-2, ZSCAN21, ZNF219 è p53 (Guhathakur-
ta et al., 2017). Áîëüøèíñòâî èç íèõ èìååò áåëêîâûé äî-
ìåí òèïà öèíêîâûõ ïàëüöåâ è ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ ëèáî â
ïðîìîòîðå, ëèáî â ïåðâîì èëè âòîðîì èíòðîíàõ SNCA
(Scherzer et al., 2008; Clough et al., 2009; Brenner et al.,
2015; Guhathakurta et al., 2017).

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
ãèáåëü ÄÍ ïðè ÁÏ ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàíà âëèÿíèåì
äîôàìèíà íà ïðîöåññ îëèãîìåðèçàöèè àëüôà-ñèíóêëåèíà
çà ñ÷åò âëèÿíèÿ ïîñëåäíåãî íà ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè ýêñ-
ïðåññèè SNCA. Òàêèì îáðàçîì, öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû
ÿâèëîñü èçó÷åíèå âëèÿíèÿ äîôàìèíà íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ
SNCA, GATA-1, GATA-2 è ZSCAN21 â ýêñïåðèìåíòàõ
in vitro.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î á ñ ë å ä ó å ì û å ã ð ó ï ï û. Â èññëåäîâàíèè ó÷àñòâî-
âàëè 18 ïàöèåíòîâ (8 ìóæ÷èí è 10 æåíùèí) ñ ÁÏ, íå ïðè-
íèìàþùèõ ïðåïàðàòîâ Ë-ÄÎÔÀ, è 14 èíäèâèäóóìîâ
(5 ìóæ÷èí è 9 æåíùèí) êîíòðîëüíîé ãðóïïû áåç íåâðîëî-
ãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Ñðåäíèé âîçðàñò ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ
ñîñòàâëÿë 63.6 � 7.6 ãîäà, à ñðåäíèé âîçðàñò â íà÷àëå çà-
áîëåâàíèÿ — 60.3 � 7.4 ãîäà. Ñðåäíèé âîçðàñò êîíòðîëü-
íîé ãðóïïû ñîñòàâëÿë 62.1 � 7.6 ãîäà. Ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ
îáñëåäîâàëè â öåíòðå íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé
Èíñòèòóòà ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû, à èíäèâèäóó-
ìîâ ãðóïïû êîíòðîëÿ — â êîíñóëüòàöèîííî-äèàãíîñòè÷å-
ñêîì öåíòðå Ïåðâîãî Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííî-
ãî ìåäèöèíñêîãî óíèâåðñèòåòà èì. àêàä. È. Ï. Ïàâëîâà.
Âñå óñëîâíî çäîðîâûå èíäèâèäóóìû êîíòðîëüíîé ãðóïïû
ïðîõîäèëè îñìîòð íåâðîëîãà ñ öåëüþ èñêëþ÷åíèÿ íåâðî-
ëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Èññëåäîâàíèå îäîáðåíî ýòè÷å-
ñêèì êîìèòåòîì óêàçàííûõ ìåäèöèíñêèõ ó÷ðåæäåíèé
è ïðîâîäèëîñü ïðè èíôîðìèðîâàííîì ñîãëàñèè âñåõ ïà-
öèåíòîâ.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å 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 (Ë Ï Ê). ËÏÊ âûäåëÿëè èç 18 ìë ïå-
ðèôåðè÷åñêîé êðîâè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â ãðàäèåíòå
ïëîòíîñòè ðàñòâîðà ôèêîëëà (ÁèîëîÒ, Ðîññèÿ). Ïîëó÷åí-
íûå ËÏÊ ñìåøèâàëè ñ ïèòàòåëüíîé ñðåäîé è ðàññåâàëè â
6-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû ïî 3 ìë (3 ìëí êëåòîê) â êàæäóþ
ëóíêó, çàòåì êóëüòèâèðîâàëè íà ïðîòÿæåíèè 3 ñóò ïðè
5 % ÑÎ2 è 37 °Ñ â ïðèñóòñòâèè 100 ìêÌ ãèäðîõëîðèäà
äîôàìèíà (äàëåå äîôàìèíà) (Sigma, ÑØÀ). Èñïîëüçîâàëè
ïèòàòåëüíóþ ñðåäó RPMI 1640 Medium 1X (Thermo Scien-
tific, ÑØÀ), ñîäåðæàâøóþ 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé
ñûâîðîòêè (ÁèîëîÒ, Ðîññèÿ) è 1 % ðàñòâîðà àíòèáèîòè-
êà-àíòèìèêîòèêà (Sigma, ÑØÀ). Ïîëó÷åííûå ËÏÊ õðà-
íèëè ïðè 80 °Ñ äî ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà.

Îöåíêó æèçíåñïîñîáíîñòè ëèìôîöèòîâ íà 3-è ñóò
ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå EPICS XL (Beckman
Coulter, ÑØÀ). Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå êîíöåíòðàöèè
äîôàìèíà — 10, 50, 100, 200 è 300 ìêÌ. Êîíòðîëåì ñëó-
æèëè êëåòêè áåç äîáàâëåíèÿ â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó äîôà-
ìèíà. Äëÿ ïîäñ÷åòà êîëè÷åñòâà ìåðòâûõ êëåòîê â êëåòî÷-
íîé ñóñïåíçèè ê íåé äîáàâëÿëè èîäèä ïðîïèäèÿ (Sigma,
ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 0.05 ìã/ìë. Ïîñëå èíêóáàöèè â òå-
÷åíèå 5 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ïðîáû àíàëèçè-
ðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå. Ìåðòâûìè ñ÷èòàëè
êëåòêè, îêðàøåííûå èîäèäîì ïðîïèäèÿ.

Î ï ð å ä å ë å í è å ó ð î â í ÿ à ë ü ô à - ñ è í ó ê ë å è í à â
Ë Ï Ê. Ëèçèðîâàíèå ËÏÊ è îöåíêó êîíöåíòðàöèè îáùåãî
áåëêà â êëåòî÷íûõ ëèçàòàõ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
êîììåð÷åñêèõ íàáîðîâ Total Protein Extraction Kit (Chemi-
con (Millipore), ÑØÀ) è Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific, ÑØÀ) ñîîòâåòñòâåííî ïðèëàãàåìûì
èíñòðóêöèÿì. Ñîäåðæàíèå àëüôà-ñèíóêëåèíà îöåíèâàëè
ñ ïîìîùüþ èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ÈÔÀ) â êëå-
òî÷íûõ ëèçàòàõ, âûðîâíåííûõ ïî êîëè÷åñòâó îáùåãî áåë-
êà (6 ìêã íà ëóíêó), èñïîëüçóÿ êîììåð÷åñêèé íàáîð Hu-
man alpha-synuclein ELISA Kit (Thermo Scientific, ÑØÀ).
Èññëåäîâàíèÿ êàæäîãî îáðàçöà ïðîâîäèëè òðèæäû. Îï-
òè÷åñêóþ ïëîòíîñòü îöåíèâàëè íà ïëàíøåòíîì ñïåêòðî-
ôîòîìåòðå xMark (Bio-Rad, ÑØÀ).

Î ö å í ê à ó ð î â í ÿ ì Ð Í Ê ã å í î â S N C A, G A -
TA-1, G A T A - 2 è Z S C A N 2 1. Òîòàëüíóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè
èç ËÏÊ êîììåð÷åñêèì íàáîðîì RNeasy Mini Kit (Qiagen,
ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèëàãàåìîé èíñòðóêöèåé. êÄÍÊ
ïîëó÷àëè ìåòîäîì îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ñ èñïîëüçîâà-

366 À. Ê. Åìåëüÿíîâ è äð.



íèåì íàáîðà Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for
RT-qPCR with dsDNase (Thermo Scientific, ÑØÀ) ñîãëàñ-
íî óñëîâèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ è õðàíèëè ïðè 80 °Ñ.

Óðîâíè ìÐÍÊ ãåíîâ SNCA, GATA-1, GATA-2 è
ZSCAN21, à òàêæå ðåôåðåíñíûõ ãåíîâ GAPDH, 18sRNA è
GNB2L1 îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ â
ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîììåð÷å-
ñêîãî íàáîðà, ñîäåðæàùåãî êðàñèòåëü-èíòåðêàëÿòîð
SYBR Green 1 (Sso Advanced Universal SYBR Green Su-
permix, Bio-Rad, ÑØÀ) íà ïðèáîðå CFX96 (BioRad,
ÑØÀ).

Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè îëèãîíóêëåîòèäû
ôèðìû ÄÍÊ-Ñèíòåç (Ìîñêâà). Ïðàéìåðû ðàçðàáîòàëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû Primer Expreee 3.0 (òàáë. 1). Êàæ-
äûé îáðàçåö àìïëèôèöèðîâàëè â òðåõ ïîâòîðàõ ñ öåëüþ
ìèíèìèçàöèè îòêëîíåíèÿ ðåçóëüòàòîâ. Îòíîñèòåëüíûé
óðîâåíü ìÐÍÊ îöåíèâàëè ìåòîäîì 2–DDÑt.

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
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû SPSS 12.0. Ïðî-
âåðêó ïîëó÷åííûõ âàðèàöèîííûõ ðÿäîâ íà ñîîòâåòñòâèå
íîðìàëüíîìó ðàñïðåäåëåíèþ ïðîâîäèëè ìåòîäîì Øàïè-
ðî—Óèëêà. Äëÿ ïîïàðíîãî ñðàâíåíèÿ âàðèàöèîííûõ ðÿ-
äîâ èñïîëüçîâàëè êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè. Ñðàâíåíèå
ãðóïï ïðè ïðîâåäåíèè îöåíêè âûæèâàåìîñòè ËÏÊ ïðîâî-
äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì îäíîôàêòîðíîãî äèñïåðñèîííîãî
àíàëèçà (ANOVA). Çíà÷åíèÿ ñ÷èòàëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìûìè ïðè Ð < 0.05. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ìåäè-
àí ñ óêàçàíèåì ìèíèìóìà è ìàêñèìóìà. Êîëè÷åñòâî æèç-
íåñïîñîáíûõ êëåòîê ïðåäñòàâëåíî â % â âèäå ñðåäíåãî �
� ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå ñðåäíåãî.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ôèêîëë (ÁèîëîÒ,
Ðîññèÿ); ãèäðîõëîðèä äîôàìèíà (Sigma, ÑØÀ); RPMI
1640 Medium 1X (Thermo Scientific, ÑØÀ); GeneJET RNA
purification Kit (Thermo Scientific, ÑØÀ); RNeasy Mini Kit
(Qiagen, ÑØÀ); Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit
for RT-qPCR with dsDNase (Thermo Scientific, ÑØÀ);
SYBR Green 1 (Sso Advanced Universal SYBRGreen Super-
mix, Bio-Rad, ÑØÀ); Human alpha-synuclein ELISA Kit
(Thermo Scientific, ÑØÀ); Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Â ËÏÊ (âñåõ èíäèâèäóóìîâ èññëåäóåìûõ ãðóïï),
êóëüòèâèðóåìûõ â ïðèñóòñòâèè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå äî-
ôàìèíà, îïðåäåëèëè óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíîâ SNCA, GATA-1,
GATA-2 è ZSCAN21 è óðîâåíü îáùåãî àëüôà-ñèíóêëåèíà.
Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïî îöåíêå âëè-
ÿíèÿ äîôàìèíà íà æèçíåñïîñîáíîñòü ËÏÊ ïîêàçàíî íå-
çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà æèçíåñïîñîáíûõ êëå-
òîê ïðè êîíöåíòðàöèè äîôàìèíà 100 ìêÌ (95.23 �
� 0.46 %) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (97.22 � 0.21 %), â
òî âðåìÿ êàê ïðè 200 ìÌ è áîëåå íàáëþäàëè ñóùåñòâåí-
íîå ñíèæåíèå äîëè æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê (ðèñ. 1).
Îñíîâûâàÿñü íà ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòàõ è äàííûõ ëèòå-
ðàòóðû, â ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìû èñïîëüçîâàëè
êîíöåíòðàöèþ äîôàìèíà 100 ìêÌ.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ËÏÊ â òå÷åíèå 3 ñóò â ïðèñóò-
ñòâèè 100 ìÌ äîôàìèíà îáíàðóæåíî óìåíüøåíèå óðîâíÿ
ìÐÍÊ SNCA â ËÏÊ, êóëüòèâèðóåìûõ â ïðèñóòñòâèè äîôà-
ìèíà, ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, êóëüòèâèðóåìûìè áåç
íåãî, êàê â ñëó÷àå ãðóïïû ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ (0.057
(0.001—0.32) è 0.28 (0.003—0.71) ñîîòâåòñòâåííî) (Ð =
= 0.013) (ðèñ. 2, à), òàê è â êîíòðîëüíîé ãðóïïå (0.067
(0.019—0.32) è 0.15 (0.082—0.55) ñîîòâåòñòâåííî) (Ð =
= 0.004) (ðèñ. 2, á).

Òàêæå ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ ãåíà
GATA-1 â ËÏÊ ãðóïïû ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ ïðè äîáàâëåíèè â
êëåòî÷íóþ ñðåäó äîôàìèíà (Ð = 0.019), â òî âðåìÿ êàê â
ËÏÊ èíäèâèäóóìîâ êîíòðîëüíîé ãðóïïû ðàçëè÷èé íå âû-
ÿâëåíî (Ð = 0.448) (òàáë. 2).

Â õîäå èññëåäîâàíèÿ îáíàðóæåíî ïîâûøåíèå óðîâíÿ
ìÐÍÊ ãåíà ZSCAN21 â ËÏÊ èíäèâèäóóìîâ êîíòðîëüíîé
ãðóïïû ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè äîôàìèíà
(Ð = 0.022) (òàáë. 2). Ïðè ýòîì ðàçëè÷èé ïî äàííîìó ïîêà-
çàòåëþ â ËÏÊ ãðóïïû ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ íå îáíàðóæåíî
(Ð = 0.083) (òàáë. 2).

Òàêæå íå ïîêàçàíî âëèÿíèå äîôàìèíà íà óðîâåíü
ìÐÍÊ ãåíà GATA-2 â ËÏÊ, êàê ãðóïïû ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ
(Ð = 0.118), òàê è èíäèâèäóóìîâ êîíòðîëüíîé ãðóïïû
(Ð = 0.272) (òàáë. 2).
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Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ,
èñïîëüçîâàííûå äëÿ îöåíêè óðîâíÿ ìÐÍÊ

èññëåäóåìûõ ãåíîâ

Ãåí Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ

SNCA ÏÐ 5R-CCACTGGCTTTGTCAAAA-3R

ÎÁÐ 5R-ACAGGCATATCTTCCAGAA-3R

GATA1 ÏÐ 5R-TCAATTCAGCAGCCTATTCC-3R

ÎÁÐ 5R-AGTTCACACACTCCCTGG-3R

GATA2 ÏÐ 5R-AAGATGAATGGGCAGAAC-3R

ÎÁÐ 5R-CATAAGGTGGTGGTTGTC-3R

ZSCAN21 ÏÐ 5R-AGTTCGCTCAAGATCCAA-3R

ÎÁÐ 5R-TTCTGCTCATCTGCTGAT-3R

18SrRNA ÏÐ 5R-CAGTAAGTGCGGGTCATAA-3R

ÎÁÐ 5R-CCATCCAATCGGTAGTAGC-3R

GAPDH* ÏÐ 5R-GAAATCCCATCACCATCTTCCAGG-3R

ÎÁÐ 5R-GAGCCCCAGCCTTCTCCATG-3R

GNBL21 ÏÐ 5R-GAATACCCTGGGTGTGTGCAA-3R

ÎÁÐ 5R-GGACACAAGACACCCACTCTGA-3R

Ðèñ. 1. Êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 3 ñóò â ïðèñóòñò-

âèè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé äîôàìèíà.

*p < 0.05 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (0 ìêÌ).
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Ò à á ë è ö à 2

Îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíîâ GATA-1, GATA-2 è ZSCAN21 â ËÏÊ èññëåäóåìûõ ãðóïï

Èññëåäóåìàÿ ãðóïïà
Óðîâåíü ìÐÍÊà

GATA-1 GATA-2 ZSCAN21

Ïàöèåíòû ñ ÁÏ ËÏÊ 0.0014 (0.000005—0.0073) 0.0035 (0.00097—0.029) 0.1 (0.023—0.26)

ËÏÊ + ÄÀá 0.0044 (0.00069—0.015) 0.0067 (0.0018—0.05) 0.18 (0.03—0.66)

Ð; n P = 0.019; n = 14 P = 0.118; n = 13 Ð = 0.083; n = 16

Êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà ËÏÊ 0.0016 (0.00028—0.0066) 0.01 (0.00059—0.037) 0.11 (0.05—0.5)

ËÏÊ + ÄÀá 0.0019 (0.00032—0.013) 0.018 (0.0014—0.041) 0.22 (0.061—0.53)

Ð; n P = 0.488; n = 12 P = 0.272; n = 15 P = 0.022; n = 16

Îáúåäèíåííàÿ ãðóïïà
ÁÏ è êîíòðîëüíîé

ËÏÊ 0.0014 (0.00005—0.0073) 0.0068 (0.00059—0.037) 0.1 (0.023—0.28)

ËÏÊ + ÄÀá 0.003 (0.00032—0.015) 0.016 (0.0013—0.068) 0.2 (0.044—0.66)

Ð; n P = 0.027; n = 26 P = 0.029; n = 29 P = 0.002; n = 31

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ìåäèàíû (ìèí—ìàêñ). á Çäåñü è â òàáë. 3 ÄÀ — äîôàìèí.

Ðèñ. 2. Îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíà SNCA â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ËÏÊ) ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñò-
âèè 100 ìêÌ äîôàìèíà (ÄÀ) è áåç íåãî (Ê).

Àíàëèç ËÏÊ ïðîâîäèëè äëÿ ãðóïïû ïàöèåíòîâ ñ áîëåçíüþ Ïàðêèíñîíà (à), èíäèâèäóóìîâ êîíòðîëüíîé ãðóïïû (á) è îáúåäèíåííîé ãðóïïû, âêëþ÷àþ-
ùåé â ñåáÿ ïàöèåíòîâ ñ áîëåçíüþ Ïàðêèíñîíà è èíäèâèäóóìîâ êîíòðîëüíîé ãðóïïû (â).



Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðè ñðàâíåíèè ãðóïïû ïàöèåí-
òîâ ñ ÁÏ è èíäèâèäóóìîâ êîíòðîëüíîé ãðóïïû ñòàòèñòè-
÷åñêè çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé â óðîâíå ìÐÍÊ ãåíîâ SNCA,
GATA-1, GATA-2 è ZSCAN21 êàê â ñëó÷àå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ËÏÊ â ïðèñóòñòâèè äîôàìèíà, òàê è áåç íåãî íå îáíà-
ðóæåíî (ËÏÊ, êóëüòèâèðóåìûå â ïðèñóòñòâèè äîôàìèíà:
SNCA — Ð = 0.785, GATA-1 — Ð = 0.32, GATA-2 — Ð =
= 0.337, ZSCAN21 — Ð = 0.546, ËÏÊ, êóëüòèâèðóåìûå â
îòñóòñòâèå äîôàìèíà: SNCA — Ð = 0.942, GATA-1 — Ð =
= 0.709, GATA-2 — Ð = 0.183, ZSCAN21 — Ð = 0.309).

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå îòñóòñòâèå óêàçàííûõ ðàçëè-
÷èé, ìû îáúåäèíèëè ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ è èíäèâèäóóìîâ
ãðóïïû êîíòðîëÿ â îäíó îáùóþ ãðóïïó.

Òàê, â îáùåé ãðóïïå ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ è èíäèâèäóóìîâ
ãðóïïû êîíòðîëÿ îáíàðóæåíî óìåíüøåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ
SNCA â ËÏÊ ïðè äåéñòâèè íà íèõ äîôàìèíà (0.066
(0.001—0.33) ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòèâèðîâàíèåì ËÏÊ áåç
äîôàìèíà (0.19 (0.003—0.71)) (Ð = 0.001) (ðèñ. 2, â).

Îöåíêà âëèÿíèÿ äîôàìèíà íà óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíîâ
GATA-1, GATA-2 è ZSCAN21 â ËÏÊ îáùåé ãðóïïû ïàöè-
åíòîâ ñ ÁÏ è èíäèâèäóóìîâ ãðóïïû êîíòðîëÿ ïîçâîëèëà
âûÿâèòü óâåëè÷åíèå åå óðîâíÿ äëÿ êàæäîãî ãåíà ïðè ñðàâ-
íåíèè ËÏÊ, êóëüòèâèðóåìûõ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñò-
âèè äîôàìèíà (Ð = 0.027, 0.029 è 0.002 ñîîòâåòñòâåííî
äëÿ óêàçàííîãî ïîðÿäêà ãåíîâ) (òàáë. 2).

Ïðè îöåíêå óðîâíÿ îáùåãî àëüôà-ñèíóêëåèíà âûÿâ-
ëåíà òåíäåíöèÿ ê åãî óìåíüøåíèþ â ËÏÊ èíäèâèäóóìîâ
êîíòðîëüíîé ãðóïïû â ñëó÷àå äîáàâëåíèÿ â ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó äîôàìèíà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, êóëüòèâèðóå-
ìûìè â åãî îòñóòñòâèå (Ð = 0.068). Ïðè ñðàâíåíèè óðîâíÿ
àëüôà-ñèíóêëåèíà â ËÏÊ ãðóïïû ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ è èíäè-
âèäóóìîâ ãðóïïû êîíòðîëÿ êàê â ñëó÷àå îáðàáîòêè êëå-
òîê äîôàìèíîì, òàê è áåç íåå ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûõ
ðàçëè÷èé îáíàðóæåíî íå áûëî (Ð = 0.57 è 0.86 ñîîòâåòñò-
âåííî). Ïðè ýòîì â ËÏÊ îáùåé ãðóïïû ïàöèåíòîâ è êîíò-
ðîëÿ íàáëþäàëàñü òåíäåíöèÿ ê óìåíüøåíèþ óðîâíÿ îá-
ùåãî àëüôà-ñèíóêëåèíà (Ð = 0.059) (òàáë. 3).

Îáñóæäåíèå

Âñå áîëüøå èññëåäîâàíèé ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
ïðè÷èíîé óâåëè÷åíèÿ óðîâíÿ àëüôà-ñèíóêëåèíà â êëåò-
êàõ, ïðèâîäÿùåãî ê ôîðìèðîâàíèþ åãî íåéðîòîêñè÷åñêèõ
àãðåãàòîâ ïðè ÁÏ, ìîæåò ÿâëÿòüñÿ íàðóøåíèå ðåãó-
ëÿöèè ýêñïðåññèè SNCA. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñóùåñòâóåò íå-
ñêîëüêî âàðèàíòîâ ðåãóëÿöèè åãî ýêñïðåññèè: ýïèãåíå-
òè÷åñêàÿ (ìåòèëèðîâàíèå è ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäè-
ôèêàöèè ãèñòîíîâ), ïîñòòðàíñêðèïöèîííàÿ (ìèÐÍÊ è
àëüòåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã), ðåãóëÿöèÿ çà ñ÷åò íàëè÷èÿ â

ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíà îäíîíóêëåîòèäíûõ çàìåí (îä-
íîíóêëåîòèäíûé ïîëèìîðôèçì) è ðåãóëÿöèÿ íà óðîâíå
òðàíñêðèïöèè (ÒÔ). Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìû ðàñ-
ñìàòðèâàëè òðàíñêðèïöèîííûé ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè ýêñ-
ïðåññèè SNCA ïðè äåéñòâèè äîôàìèíà íà ËÏÊ è åãî àñ-
ñîöèàöèþ ñ ÁÏ. Èçâåñòíî, ÷òî äîôàìèí ÿâëÿåòñÿ ñòðåññî-
âûì àãåíòîì äëÿ ðàçëè÷íûõ êëåòîê, à åãî ïîâûøåíèå â
öèòîïëàçìå ÄÍ ìîæåò ïðèâîäèòü ê èõ ãèáåëè (Barzilai
et al., 2001; Mosharov et al., 2009). Âñå áîëåå ìíîãî÷èñëåí-
íûìè ñòàíîâÿòñÿ äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î âëèÿíèè
ýêçîãåííîãî äîôàìèíà íà îëèãîìåðèçàöèþ àëüôà-ñèíóê-
ëåèíà (Conway, 2001; Burke et al., 2008; Lee et al., 2011;
Planchard et al., 2014).

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìû îöåíèâàëè âëèÿíèå
ýêçîãåííîãî äîôàìèíà íà óðîâåíü ýêñïðåññèè SNCA è ÒÔ
GATA-1, GATA-2 è ZSCAN21 â êóëüòèâèðóåìûõ ËÏÊ ïà-
öèåíòîâ ñ ÁÏ è èíäèâèäóóìîâ ãðóïïû êîíòðîëÿ. Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî â áîëüøèíñòâå èññëåäîâàíèé íà êëåòî÷íûõ
êóëüòóðàõ èñïîëüçóåìàÿ êîíöåíòðàöèÿ äîôàìèíà îáû÷íî
çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàåò ôèçèîëîãè÷åñêèå êîíöåíòðàöèè
ïîñëåäíåãî â ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè çäîðîâûõ ëþäåé
(21.8 � 9.5 íã/ë) (Ambade et al., 2009).

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ äîôàìèíà íà æèçíåäåÿòåëüíîñòü
êëåòîê è êàê ñëåäñòâèå — íà ýêñïðåññèþ SNCA ìû âû-
áðàëè êîíöåíòðàöèþ äîôàìèíà 100 ìêÌ. Âëèÿíèå äàí-
íîé êîíöåíòðàöèè äîôàìèíà íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ðàç-
ëè÷íûõ ãåíîâ ïîêàçàíî ðàíåå íà êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ
(Gomez-Santos et al., 2005; Matsumoto et al., 2010; Lee
et al., 2015). Èíòåðåñíî, ÷òî ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ äîôàìèí íå ïðîÿâëÿåò òîêñè÷íîñòè, îäíàêî
íàðóøåíèÿ â ïðîöåññå âûñâîáîæäåíèÿ äîôàìèíà è(èëè)
åãî ìåòàáîëèçìå ìîãóò ïðèâîäèòü ê ïðîÿâëåíèþ íåéðî-
òîêñè÷íîñòè, âûçâàííîé, êàê ïðåäïîëàãàåòñÿ, îêèñëè-
òåëüíûì ñòðåññîì, íåéðîâîñïàëåíèåì è ðàçâèòèåì àïîï-
òîçà. Ðàíåå íà ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ, â òîì
÷èñëå è ËÏÊ, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýêçîãåííûå êîíöåíòðà-
öèè äîôàìèíà â äèàïàçîíå 0.1—1.0 ìÌ âûçûâàþò óâåëè-
÷åíèå óðîâíÿ àïîïòîçà è àóòîôàãèè, ïðèâîäÿ ê èçìåíå-
íèþ ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè ðàçëè÷íûõ ãåíîâ (Barzilai et al.,
2001; Colombo et al., 2003; Gomez-Santos et al., 2005).
Â òî æå âðåìÿ ýòîò äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé äîôàìèíà ñî-
îòâåòñòâóåò ôèçèîëîãè÷åñêîìó óðîâíþ äîôàìèíà â ÄÍ
(Lichtensteiger, 1970; Jonsson, Sachs, 1971; Michel, Hefti,
1990). Òàêæå èçâåñòíî, ÷òî åãî êîíöåíòðàöèÿ â ñòðèàòóìå
ìëåêîïèòàþùèõ ñîñòàâëÿåò 70—130 ìêÌ, â òî âðåìÿ êàê
âíóòðèâåçèêóëÿðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ìîæåò äîñòèãàòü
100 ìÌ (Kopin et al., 1993).

Â êà÷åñòâå ìîäåëè èññëåäîâàíèÿ ìû âûáðàëè ËÏÊ,
ïîñêîëüêó äëÿ íèõ ïîêàçàí ðÿä êëþ÷åâûõ ïðîöåññîâ ìå-
òàáîëèçìà äîôàìèíà, ïîäîáíûõ òåì ÷òî íàáëþäàþòñÿ â
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Óðîâåíü îáùåãî àëüôà-ñèíóêëåèíà â ËÏÊ èññëåäóåìûõ ãðóïï

Èññëåäóåìàÿ ãðóïïà, n
Êîíöåíòðàöèÿ àëüôà-ñèíóêëåèíà,à íã/ìë

Ð
ËÏÊ ËÏÊ + ÄÀ

Ïàöèåíòû ñ ÁÏ, n = 13 4.3 (0.2—13.5) 3.1 (0.2—11.2) 0.397

Êîíòðîëüíàÿ, n = 13 6 (0.7—15.4) 2.6 (0.4—7.6) 0.068

Îáúåäèíåííàÿ ãðóïïà ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ è
êîíòðîëüíîé, n = 26

4.6 (0.2—15.4) 2.9 (0.2—11.2) 0.059

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ìåäèàíû (ìèí—ìàêñ). á ËÏÊ — ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè.



ÄÍ. Òàê, íà ìåìáðàíå ëèìôîöèòîâ ïðåäñòàâëåíû âñå
âèäû ðåöåïòîðîâ äîôàìèíà, äîôàìèíîâûé òðàíñïîðòåð, â
íèõ ïðîèñõîäèò ñèíòåç äîôàìèíà ñ ó÷àñòèåì òèðîçèíãèä-
ðîêñèëàçû (Cosentino, 2002; McKenna et al., 2002; Pellica-
no et al., 2011).

Ïðè ââåäåíèè âûáðàííîé íàìè êîíöåíòðàöèè äîôà-
ìèíà â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè
âïåðâûå ïîêàçàíî ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè SNCA â
ËÏÊ, ïîëó÷åííûõ êàê ó ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ, òàê è ó èíäèâè-
äóóìîâ ãðóïïû êîíòðîëÿ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ðàíåå â
èññëåäîâàíèè íà êëåòî÷íîé êóëüòóðå HEK-293 ïîêàçàíî,
÷òî äîáàâëåíèå ýêçîãåííîãî äîôàìèíà (100 ìêÌ) ïðèâî-
äèò ê ãèïîìåòèëèðîâàíèþ ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè SNCA è
ïîâûøåíèþ åãî ýêñïðåññèè (Matsumoto et al., 2010). Àíà-
ëîãè÷íî ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì, â äðóãîì èññëåäîâà-
íèè ïîêàçàíî ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè SNCA ïðè
êóëüòèâàöèè ËÏÊ ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ (n = 6) â ïðèñóòñòâèè
ïðåäøåñòâåííèêà äîôàìèíà Ë-ÄÎÔÀ (Schmitt et al.,
2015), à òàêæå âûÿâëåíî ãèïåðìåòèëèðîâàíèå ðåãóëÿòîð-
íîé îáëàñòè èíòðîíà 1 SNCA. Òàêèì îáðàçîì, íåëüçÿ èñê-
ëþ÷èòü, ÷òî íàáëþäàåìîå â íàøåì èññëåäîâàíèè ñíèæå-
íèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè SNCA ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàíî
ãèïåðìåòèëèðîâàíèåì ðåãóëÿòîðíûõ îáëàñòåé ãåíà, ÷òî
òðåáóåò äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ.

Íàìè íå îáíàðóæåíî ðàçëè÷èé â óðîâíå ýêñïðåññèè
SNCA â ËÏÊ ãðóïïû ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ è èíäèâèäóóìîâ
ãðóïïû êîíòðîëÿ êàê â ñëó÷àå äîáàâëåíèÿ â ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó äîôàìèíà, òàê è áåç íåãî. Ðàíåå îòñóòñòâèå èçìåíå-
íèé â ýêñïðåññèè SNCA îòìå÷àëè â ðÿäå èññëåäîâàíèé,
îáúåêòîì èçó÷åíèÿ êîòîðûõ ÿâëÿëèñü ËÏÊ ïàöèåíòîâ ñ
ÁÏ è èíäèâèäóóìîâ êîíòðîëüíîé ãðóïïû (Tan et al., 2005;
Fuchs et al., 2008; Ai et al., 2014).

Ïðè îöåíêå êîíöåíòðàöèè àëüôà-ñèíóêëåèíà â ëèçà-
òàõ ËÏÊ âûÿâëåíà òåíäåíöèÿ ê åãî óìåíüøåíèþ ó èíäè-
âèäóóìîâ êîíòðîëüíîé ãðóïïû, à òàêæå â îáùåé ãðóïïå
ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ è ó èíäèâèäóóìîâ ãðóïïû êîíòðîëÿ ïðè
äîáàâëåíèè ê êëåòêàì äîôàìèíà. Ðàíåå â ðÿäå ðàáîò ïîêà-
çàíî îòñóòñòâèå ðàçëè÷èé óðîâíÿ îáùåãî àëüôà-ñèíóêëå-
èíà â ËÏÊ ó ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ ïðè ñðàâíåíèè ñ èíäèâèäóó-
ìàìè êîíòðîëüíîé ãðóïïû (Fuchs et al., 2008; Brighina
et al., 2010; Pchelina et al., 2011).

Ïîìèìî îöåíêè âëèÿíèÿ äîôàìèíà íà ýêñïðåññèþ
SNCA â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìû âïåðâûå èññëåäîâà-
ëè åãî âëèÿíèå íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ðÿäà êëþ÷åâûõ
ÒÔ — GATA-1, GATA-2 è ZSCAN21, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãó-
ëÿöèè ýêñïðåññèè SNCA. Èçâåñòíî, ÷òî GATA-1 îòíîñèòñÿ
ê ýðèòðîèä-ñïåöèôè÷íûì ÒÔ è ÷òî åìó îòâîäèòñÿ êëþ÷å-
âàÿ ðîëü â êîíå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêå è ñîçðåâàíèè
ýðèòðîèäíîé êëåòêè. Ïðè ýòîì äàííûé ãåí ïðàêòè÷åñêè
íå ýêñïðåññèðóåòñÿ â òêàíÿõ ìîçãà, â òî âðåìÿ êàê äëÿ ÒÔ
GATA-2 ïîêàçàí âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè â ÷åðíîé
ñóáñòàíöèè è ôðîíòàëüíîé ÷àñòè êîðû ãîëîâíîãî ìîçãà
(Guhathakurta et al., 2017). Äðóãîé èçó÷àåìûé íàìè ÒÔ,
ZSCAN21, â îòëè÷èå îò óêàçàííûõ âûøå â ñâîåì ñîñòàâå
êðîìå äîìåíà «öèíêîâûõ ïàëüöåâ» èìååò åùå è äîìåí
SCAN (Edelstein, Collins, 2005). Äàííûé ÒÔ ýêñïðåñ-
ñèðóåòñÿ â ðàçëè÷íûõ òêàíÿõ ÷åëîâåêà, âêëþ÷àÿ òêàíè
öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû (Su et al., 2004). Âûáðàí-
íûå ÒÔ ÿâëÿþòñÿ îäíèìè èç îñíîâíûõ ÒÔ, ðåãóëèðóþ-
ùèõ ýêñïðåññèþ ãåíà SNCA, è èìåþò ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ â
ðåãóëÿòîðíûõ îáëàñòÿõ ãåíà (Guhathakurta et al., 2017).

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè íàìè âïåðâûå ïîêàçàíî
ïîâûøåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ ãåíà ZSCAN21 (Ð = 0.022)
â ËÏÊ, ïîëó÷åííûõ ó èíäèâèäóóìîâ ãðóïïû êîíòðîëÿ,
à òàêæå ãåíà GATA-1 â ËÏÊ ãðóïïû ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ

(Ð = 0.019) ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ËÏÊ â ïðèñóòñòâèè äî-
ôàìèíà. Òàêæå íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå óðîâíåé ìÐÍÊ ãå-
íîâ GATA-1, GATA-2 è ZSCAN21 â ËÏÊ ïðè äåéñòâèè
äîôàìèíà â îáùåé ãðóïïå ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ è èíäèâèäóó-
ìîâ ãðóïïû êîíòðîëÿ (Ð = 0.027, 0.029 è 0.002 äëÿ GA-
TA-1, GATA-2 è ZSCAN21 ñîîòâåòñòâåííî). Ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî ïîäîáíûé ýêñïåðèìåíò ïðîâîäèëè ðàíåå
íà íåéðîíàëüíîé êëåòî÷íîé êóëüòóðå, ãäå áûëî îáíà-
ðóæåíî óâåëè÷åíèå â êëåòêàõ óðîâíÿ áåëêà ÒÔ C/EBP,
òàêæå ó÷àñòâóþùåãî â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè SNCA ïðè
äåéñòâèè ýêçîãåííîãî äîôàìèíà (Gomez-Santos et al.,
2005).

Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî íàáëþäàåìîå â íàøåé ðàáî-
òå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ èññëåäóåìûõ ÒÔ íå ñî-
ïðîâîæäàëîñü óâåëè÷åíèåì óðîâíÿ àëüôà-ñèíóêëåèíà.
Â ñâÿçè ñ ýòèì ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðåãóëÿöèÿ ýêñ-
ïðåññèè SNCA ïðè äåéñòâèè äîôàìèíà íà êëåòêè ïðî-
èñõîäèò íå òîëüêî çà ñ÷åò ðàáîòû èññëåäóåìûõ íàìè ÒÔ.
Òàêîå ïðåäïîëîæåíèå òàêæå âûñêàçûâàëîñü è ðàíåå â ðà-
áîòå Äåðìåíòçàêåð è ñîàâòîðîâ, ãäå íà ïåðâè÷íîé íåéðî-
íàëüíîé êóëüòóðå êëåòîê ðàçëè÷íûõ îáëàñòåé ìîçãà êðûñ
ïîêàçàíî, ÷òî íîêäàóí ãåíà ZSCAN21 íå ïðèâîäèò ê çíà-
÷èòåëüíûì èçìåíåíèÿì â óðîâíå àëüôà-ñèíóêëåèíà (Der-
mentzaki et al., 2016). Â òî æå âðåìÿ â ðàáîòå Ðàéò è ñîàâ-
òîðîâ ïîêàçàíî, ÷òî ãèïåðýêñïðåññèÿ ãåíà ZSCAN21 âåäåò
ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ àëüôà-ñèíóêëåèíà â êëåòêàõ SHSY5Y
(Wright et al., 2013).

Èçâåñòíî, ÷òî â ìåñòàõ ïîñàäêè ÒÔ íà ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè SNCA ìîãóò áûòü ðàñïîëî-
æåíû ÑðG-îñòðîâêè (Jowaed et al., 2010), ê öèòîçèíó êî-
òîðûõ â ïðîöåññå ìåòèëèðîâàíèÿ ìîæåò ïðèñîåäèíÿòüñÿ
ìåòèëüíàÿ ãðóïïà. Â ñâîþ î÷åðåäü ãèïåðìåòèëèðîâàíèå
ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè äàííîãî ãåíà ìîæåò ïðèâîäèòü ê
èçìåíåíèþ ñòðóêòóðû ñàéòà è ê íàðóøåíèþ ñâÿçûâàíèÿ ñ
íèì ñîîòâåòñòâóþùåãî ÒÔ.

Èñõîäÿ èç âûøåñêàçàííîãî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
íàáëþäàåìîå íàìè ñíèæåíèå ýêñïðåññèè SNCA â ËÏÊ
êàê ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ, òàê è èíäèâèäóóìîâ ãðóïïû êîíòðî-
ëÿ, à òàêæå â îáúåäèíåííûõ ãðóïïàõ ïîñëå îáðàáîòêè êëå-
òîê äîôàìèíîì ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî â áîëüøåé ñòå-
ïåíè ãèïåðìåòèëèðîâàíèåì ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè äàí-
íîãî ãåíà è êàê ñëåäñòâèå — íàðóøåíèåì ñâÿçûâàíèÿ
èññëåäóåìûõ íàìè ÒÔ ñ åãî ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòüþ. Â òî
æå âðåìÿ âûÿâëåííîå ïðè äåéñòâèè äîôàìèíà íà ËÏÊ
óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ GATA-1, GATA-2 è
ZSCAN21 ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ êîìïåíñàòîðíûì ýôôåêòîì
êëåòêè, íàïðàâëåííûì íà ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè SNCA.
Îäíàêî ýòî ïðåäïîëîæåíèå òðåáóåò äàëüíåéøåé ïðîâåð-
êè è îöåíêè âëèÿíèÿ äîôàìèíà íà óðîâåíü óêàçàííûõ ÒÔ
â ëèçàòàõ ËÏÊ, à òàêæå èññëåäîâàíèå äðóãèõ ÒÔ, ïîòåí-
öèàëüíî ðåãóëèðóþùèõ ýêñïðåññèþ SNCA.

Îòñóòñòâèå èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè èññëåäóåìûõ ãå-
íîâ ÒÔ è SNCA ïîä äåéñòâèåì äîôàìèíà â ËÏÊ ïðè ñðàâ-
íåíèè ãðóïïû ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ è èíäèâèäóóìîâ ãðóïïû
êîíòðîëÿ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ñõîæåñòè ìåõàíèçìà
åãî âëèÿíèÿ íà ýêñïðåññèþ èññëåäóåìûõ ãåíîâ êàê â íîð-
ìå, òàê è ïðè ïàòîëîãèè. Â òî æå âðåìÿ äëÿ îáíàðóæåíèÿ
áîëåå îáùèõ çàêîíîìåðíîñòåé âëèÿíèÿ äîôàìèíà íà ËÏÊ
ïðè ÁÏ òðåáóåòñÿ ðàñøèðåíèå èññëåäóåìûõ ãðóïï. Íà
îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ î âëèÿíèè äîôàìèíà íà
óðîâåíü ýêñïðåññèè SNCA ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè-
ìåíåíèå ïàöèåíòàìè ñ ÁÏ øèðîêî èñïîëüçóåìîãî â êëè-
íè÷åñêîé ïðàêòèêå ïðåïàðàòà Ë-ÄÎÔÀ ìîæåò òàêæå îêà-
çûâàòü âëèÿíèå íà ýêñïðåññèþ äàííîãî ãåíà, ÷òî äåëàåò
àêòóàëüíûì ïðîñïåêòèâíîå èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ïîäîá-
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íîãî êëàññà ïðåïàðàòîâ íà ýêñïðåññèþ SNCA â ãðóïïå ïà-
öèåíòîâ ñ ÁÏ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äîôàìèí ó÷àñòâóåò â ïðîöåññå ðåãóëÿ-
öèè ýêñïðåññèè SNCA. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ìåõàíèçìà äîôà-
ìèíîïîñðåäîâàííîé ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè SNCA íåîáõî-
äèìû äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ.

Àâòîðû âûðàæàþò áîëüøóþ áëàãîäàðíîñòü âñåì
ó÷àñòíèêàì èññëåäîâàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-04-01187).
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DOPAMINE EFFECT ON THE SNCA AND GATA-1, GATA-2, ZSCAN21 GENES EXPRESSION
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Impaired metabolism of alpha-synuclein and its aggregation are implicated with the pathogenesis of Par-
kinson’s disease (PD). Alpha-synuclein oligomerization leading to neurodegeneration was suggested to be inf-
luenced by dopamine induced oxidation. At the same time, dopamine mediated regulation of SNCA gene exp-
ression is not excluded. The transcription factors GATA-1, GATA-2, ZSCAN21 were shown to regulate SNCA
expression. We evaluated the effect of exogenous dopamine on the SNCA, GATA-1, GATA-2, ZSCAN21 genes
expression and alpha-synuclein levels in cultured peripheral blood lymphocytes (PBL) from PD patients
(n = 18) and controls (n = 14). Dopamine caused a decrease in SNCA gene expression in the PBL from PD pati-
ents (P = 0.013), controls (P = 0.004) and in combined group (P = 0.001). Also we revealed the tendency to
decrease alpha-synuclein level in dopamine treated PBL from controls (P = 0.068) and in combined group
(P = 0.059). An increased the mRNA levels of the ZSCAN21 and GATA-1 genes in the cultured dopamine-trea-
ted PBL from controls (P = 0.022) and PD patients (P = 0.019) were shown. Also it was found that dopamine
increase mRNA levels of the GATA-1, GATA-2, and controls (P = 0.027, 0.029 and 0.002, respectively).

Thus, our data suggest that dopamine might influence on the SNCA, GATA-1, GATA-2, and ZSCAN21 ge-
nes expression in cultured peripheral blood lymphocytes from PD patients and controls.

K e y w o r d s: Parkinson’s disease, alpha-synuclein, dopamine, SNCA gene, genes of GATA-1, GATA-2,
ZSCAN21 transcription factors peripheral blood lymphocytes.
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