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Аннотация
Введение. Мутации в гене GBA1, кодирующем лизосомный фермент глюкоцереброзидазу (GCase), являются наиболее распространённым 
генетическим фактором риска развития болезни Паркинсона (БП), в основе патогенеза которой лежит гибель дофаминергических 
нейронов чёрной субстанции головного мозга, ассоциированная с агрегацией белка α-синуклеина. Однако не у всех носителей мутаций 
в гене GBA1 развивается БП в течение жизни. 
Целью настоящего исследования являлась оценка активности GCase и уровня α-синуклеина в CD45+-клетках в крови пациентов с БП, 
ассоциированной с мутациями в гене GBA1 (GBA-БП), бессимптомных носителей мутаций в гене GBA1 (GBA-носители) и пациентов 
со спорадической формой БП (сБП), а также корреляции между изучаемыми параметрами в исследуемых группах.
Материалы и методы. В исследование включены пациенты с GBA-БП (n = 25) и сБП (n = 147), GBA-носители (n = 16). Контрольную группу 
составили здоровые лица (n = 154). Уровень α-синуклеина в CD45+-клетках определяли путём иммуноферментного анализа, активность 
GCase в сухом пятне крови — высокоэффективной жидкостной хроматографии в сочетании с тандем-масс-спектрометрией.
Результаты. Выявлен повышенный уровень белка α-синуклеина в CD45+-клетках крови в группе пациентов с GBA-БП, сБП, а также GBA-
носителей по сравнению с контролем (p = 0,0043; p = 0,0002; p = 0,032 соответственно). Активность GCase была снижена у пациентов 
с GBA-БП и GBA-носителей по сравнению с пациентами с сБП (p = 0,0003; p = 0,003 соответственно) и контролем (p < 0,0001; p < 0,0001 
соответственно). Однако обратная корреляция уровня α-синуклеина и активности GCase наблюдалась только у пациентов с GBA-БП, 
но не у GBA-носителей. 
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о возможной функциональной взаимосвязи между активностью GCase 
и метаболизмом белка α-синуклеина при БП, ассоциированной с мутациями в гене GBA1.
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Abstract
Introduction. Mutations in a GBA1 gene, which encodes a lysosomal enzyme called glucocerebrosidase (GCase), are the most common genetic risk 
factor for Parkinson's disease (PD). The pathogenesis of PD results from the death of dopaminergic neurons in the substantia nigra of the brain, 
which is associated with the aggregation of α-synuclein protein. However, not all GBA1 mutation carriers develop PD during their lifetime.
The aim of this study was to evaluate GCase activity and α-synuclein levels in CD45+ blood cells of patients with PD associated with GBA1 muta-
tions (GBА1-PD), asymptomatic carriers of GBA1 mutations (GBА1-carriers), and patients with sporadic PD (sPD), as well as correlation between 
the study parameters in the study groups.
Materials and methods. The study included patients with GBА1-PD (n = 25) and sPD (n = 147), and GBА1-carriers (n = 16). A control group included 
healthy volunteers (n = 154). The level of α-synuclein in CD45+ cells was measured by enzyme-linked immunosorbent assay, and GCase activity in 
dried blood spots was detected by high-performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry.
Results. Increased level of α-synuclein protein was detected in CD45+ blood cells of patients with GBA1-PD, sPD, and GBA1-carriers compared to 
controls (p = 0.0043; p = 0.0002; p = 0.032, respectively). Decreased GCase activity was reported in GBA1-PD patients and GBA1-carriers compared 
to sPD patients (p = 0.0003; p = 0.003, respectively) and controls (p < 0.0001; p < 0.0001, respectively). However, negative correlation between α-sy-
nuclein levels and GCase activity was observed only in GBA1-PD patients, but not in GBA1-carriers. 
Conclusion. Our data suggest a possible functional relationship between the activity of GCase and the metabolism of α-synuclein in PD associated 
with GBA1 mutations.
Keywords: Parkinson's disease; GBA1 gene; α-synuclein; glucocerebrosidase; glucocerebrosidase activity; blood 
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Введение

Болезнь Паркинсона (БП) — это распространённое ней-
родегенеративное заболевание, характеризующееся ги-
белью дофаминергических нейронов головного мозга и 
ассоциированное с агрегацией в них белка α-синуклеина. 
В основном БП является спорадическим заболеванием, 
однако в 10% случаев наблюдается отягощённый семей-
ный анамнез. Описан ряд генов, мутации в которых при-
водят к развитию наследственных форм БП [1, 2]. Мута-
ции в гене GBA1 являются фактором высокого риска БП 
и приводят к развитию GBA-ассоциированной БП (GBA-
БП) с распространённостью до 10% среди пациентов с БП 
в зависимости от популяции [3–5].

Ген GBA1 кодирует лизосомный фермент глюкоцеребро-
зидазу (GCase), который участвует в расщеплении лизос-
финголипида глюкозилцерамида на глюкозу и церамид. 
Биаллельные мутации в гене GBA1 приводят к развитию 
редкого аутосомно-рецессивного заболевания — болезни 
Гоше, сопровождающейся снижением активности GCase  
до 5–30% в зависимости от типа мутаций, а также накопле-
нием её субстрата [3, 6, 7]. При гетерозиготном носитель-
стве мутаций в гене GBA1 как у GBA-БП, так и у бессимп-
томных носителей мутаций в данном гене (GBA-носители) 
также наблюдается снижение ферментативной активности 
GCase и повышение концентрации лизосфинголипида глю-
козилцерамида, но данные нарушения выражены в мень-
шей степени по сравнению с пациентами с болезнью Гоше 
[8–10]. Следует отметить, что не у всех носителей мутаций 
в гене GBA1 происходит манифестация БП в течение жиз-
ни, и механизм патогенеза заболевания остаётся неясным.

В настоящее время предполагается двунаправленное 
влияние дисфункции GCase на уровень α-синуклеина  
по механизму прямой–обратной связи [11, 12]. В экспе-
риментах in vitro выявлено, что α-синуклеин способен на-
прямую взаимодействовать с GCase, приводя к снижению 
её активности [13].

В ряде других исследований показано, что дисфункция 
GCase может приводить к накоплению α-синуклеина  
в нейронах, полученных из индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток [11]. У модельных животных 
с дисфункцией GCase [14], а также в дофаминергических 
нейронах, полученных из индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток, и мононуклеарных клетках 
периферической крови пациентов с GBA-БП [15, 16] и бо-
лезнью Гоше [15, 17] был выявлен повышенный уровень 
α-синуклеина.

Цель работы — оценить уровень α-синуклеина в CD45+-
клетках и активность GCase в крови пациентов с GBA-БП, 
GBA-носителей, сБП и группы контроля, а также кор-
реляцию между данными показателями в исследуемых 
группах.

Материалы и методы

Группы, включённые в исследование

В исследование были включены пациенты с GBA-БП (ге-
терозиготные носители мутаций в гене GBA1; n = 25)  
и сБП (n = 147), GBA-носители (n = 16) и группа контроля 
(n = 154). Постановка диагноза производилась на основа-
нии критериев Британского банка мозга [18] и Между-
народного сообщества по двигательным расстройствам 
[19]. Пациенты с БП проходили обследование в Инсти-
туте мозга человека им. Н.П. Бехтеревой РАН и Первом 
Санкт-Петербургском государственном медицинском 
университете им. акад. И.П. Павлова. В исследование 
были включены пациенты с сБП, ранее не принимавшие 
препараты L-ДОФА. Пациенты с GBA-БП получали тера-
пию L-ДОФА. 

Группа GBA-носителей (n = 16, неврологически здоровые 
лица с гетерозиготными мутациями в гене GBA1) была со-
ставлена из родственников пациентов с болезнью Гоше. 
Наличие мутаций было подтверждено прямым секвени-
рованием ДНК по Сэнгеру. Все участники исследования 
проходили клинико-неврологическое обследование для 
исключения нейродегенеративных заболеваний. Лица 
контрольной группы (n = 154) проходили обследование 
в Первом Санкт-Петербургском государственном меди-
цинском университете им. акад. И.П. Павлова. У всех 
пациентов с сБП и лиц контрольной группы отсутствие 
распространённых мутаций GBA1 (L444P, N370S, E326K) 
было подтверждено с помощью полимеразной цепной 
реакции и рестрикционного анализа [5]. Контрольная и 
экспериментальные группы не различались по возрасту 
и полу. 

Все процедуры, выполненные в исследованиях с уча-
стием людей, соответствуют этическим стандартам 
Национального комитета по исследовательской этике  
и Хельсинкской декларации или сопоставимым нормам 
этики. От каждого участника исследования было получе-
но информированное добровольное согласие. Протокол 
исследования одобрен Этическим комитетом Института 
мозга человека им. Н.П. Бехтеревой РАН (протокол № 1 
от 26.11.2020). 
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масс-спектрометрией в сухих пятнах крови [10]. Фермен-
тативную активность оценивали путём измерения кон-
центрации продукта, полученного в результате реакции 
фермента с субстратом: фермент (Ф) + субстрат (С) + 
(ФС комплекс) Ф + продукт. 

Масс-спектрометрический анализ проводили на тандем-
ном масс-спектрометре «API 3200 QTrap» («ABSciex») в ре-
жиме мониторинга множественных реакций. Активность 
рассчитывали исходя из предположения, что количество 
полученного продукта прямо пропорционально активно-
сти ферментов лизосом в сухом пятне крови. 

В качестве контроля использованы образцы с известным 
уровнем активности ферментов, полученных из Центра 
по контролю и профилактике заболеваний США, которые 
были добавлены в каждый планшет. 

Статистический анализ

Статистический анализ проводили с использованием 
программного обеспечения R (версия 3.6.2). Соответ-
ствие полученных данных нормальному распределению 
было проверено с помощью критерия Шапиро–Уилка. 
Попарное сравнение вариационных рядов осуществляли 
с использованием U-критерия Манна–Уитни. Значения  

Определение уровня α-синуклеина в CD45+-клетках

CD45+-клетки выделяли из 8 мл периферической крови 
центрифугированием в градиенте плотности фикол-
ла («Ficoll-Paque PLUS», «GE Healthcare») с последующей 
магнитной сортировкой с использованием микрочастиц, 
конъюгированных с антителами к CD45+-рецепторам, и 
колонок miniMACS типа MS («Miltenyi Biotec»). Клеточную 
суспензию аликвотировали и замораживали при –70º С. 

Клетки лизировали с помощью набора для экстрак-
ции общего белка «Chemicon» («Millipore»). Концен-
трацию общего белка измеряли с помощью набора 
«Pierce BCA» («Thermo Scientific»). Уровень α-синуклеина  
в CD45+-клетках определяли с помощью иммунофер-
ментного анализа с использованием набора для детек-
ции α-синуклеина человека («Thermo Fisher Scientific»). 
Все образцы были выровнены по количеству общего 
белка (6 мкг) и оценены в 3 повторах. Оптическую плот-
ность измеряли с помощью микропланшетного спектро-
фотометра «XMark» («Bio-Rad»). 

Измерение активности GCase в крови

Активность GCase определяли методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии с тандемной 

Клинические характеристики и изучаемые параметры индивидуумов исследуемых групп 
Clinical characteristics and study parameters of participants in study groups 

Параметр | Parameter
Контроль

Control
сБП | sPD

GBA-носители
GBA carriers

GBA-БП, мутации | GBA-PD, mutations

N370S, L444P, 
E326K

N370S, L444P

N
154а

68g

147а

40б

16а

15g 25 15

Пол (м/ж)
Gender (M/F)

75/79а

32/36g

61/86а

16/24g

5/11а

5/10g 15/10 9/6

Возраст, лет
Age, years (M ± SD)

62,02 ± 9,06а

59,68 ± 8,76g

63,36 ± 9,26а

61,57 ± 8,56g

53,93 ± 8,19а

53,26 ± 8,31g 61,74 ± 9,91 62,71 ± 11,19

Возраст начала, лет
Age of onset, years (M ± SD)

N/A
59,32 ± 10,00а

57,17 ± 8,91g N/A 57,32 ± 9,91 57,00 ± 11,20

Мутации в гене GBA1
GBA1 mutations

N/A N/A

5 L444P/Nа, g,
4 N370S/Nа, g,
1 L326P/Nа, g, 
1 N227S/Nа, g, 
1 R159W/Nа, g, 

4 E326K/Nа/3 E326K/Ng

8 L444P/N, 
7 N370S/N,
10 E326K/N

8 L444P/N, 
7 N370S/N

Уровень α-синуклеина, нг/мл
Levels of α-synuclein, ng/mL

6,56 
(0,46–45,70)

9,28
(0,63–65,60),
p* = 0,0002

12,80 
(1,22–41,30)
p* = 0,032

10,80 (0,68–51,40), 
p* = 0,0043

12,90 (2,92–37,50),
p* = 0,0014

Активность Gcase, мМ/л/ч
Gcase activity, mM/L/h

8,14 
(1,55–32,10)

7,60
(3,33–14,70)

4,67 
(2,33–10,40)
p* = 3,9e-05
p** = 0,003

4,28 (1,51–13,20)
p* = 5,1e-06

p** = 0,00027

4,40 (1,51–6,13)
p* = 1,5e-06

p** = 9,9e-05

Примечание. aИсследование по оценке уровня α-синуклеина; gисследование по оценке активности GСase. N/A — не определяли. *p — по сравнению с контролем;  
**p — по сравнению с сБП. 

Note. aAssay of α-synuclein levels; gAssay of GCase activity. N/A, not assessed. *p compared to the control group; **p compared to sPD patients. 
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таблица). Уровень α-синуклеина также был повышен у 
пациентов с сБП по сравнению с контрольной группой 
(р = 0,0002). У пациентов с GBA-БП, а также у GBA-
носителей наблюдалось снижение активности GСase по 
сравнению с пациентами с сБП (p = 0,0003; p = 0,003) и 
контрольной группой (p < 0,0001; p < 0,0001; таблица), 
что согласуется с полученными ранее результатами [2]. 

Выявлена обратная корреляция между активностью 
GCase и уровнем α-синуклеина в CD45+-клетках в кро-
ви у пациентов групп все_GBA-БП (R = –0,53; p = 0,017), 
GBA-БП (R = –0,78; p < 0,0001), но не в группе GBA-
носителей (R = –0,39; p = 0,15; рисунок). В группе паци-
ентов с сБП на грани статистической значимости была 
выявлена обратная корреляция между активностью 
GCase и уровнем α-синуклеина в CD45+-клетках (R = –0,3, 
p = 0,057; рисунок). В то же время в контрольной груп-
пе корреляции между исследуемыми параметрами не 
выявлено. 

Корреляция между уровнем α-синуклеина в CD45+-
клетках и активностью GСase в крови пациентов групп 
все_GBA-БП (A; n = 25), GBA-БП (В; n = 15), GBA-носителей 
(С; n = 15), сБП (D; n = 40) и группы контроля (E; n = 68).  

p < 0,05 считали статистически значимыми. Корреляцию 
между исследуемыми группами оценивали с использо-
ванием коэффициента Спирмена. Клинические и экспе-
риментальные данные представлены как среднее зна-
чение ± стандартное отклонение (M ± SD) и медиана 
(минимум–максимум) соответственно. 

Результаты 

Клинические характеристики пациентов и лиц контроль-
ной группы, участвовавших в исследовании, представле-
ны в таблице. Поскольку риск БП у носителей мутаций 
N370S, L444P гена GBA1 повышен в 6–7 раз, а в случае 
мутации E326K — в 2 раза, уровень α-синуклеина и актив-
ность GCase были проанализированы как в группе паци-
ентов с мутациями N370S, L444P (GBA-БП — N370S, L444P), 
так и в общей группе, включающей пациентов с БП 
с мутациями N370S, L444P и E326K (все_GBA-БП).

В результате проведённого исследования показано, что 
уровень α-синуклеина в CD45+-клетках пациентов групп 
все_GBA-БП и GBA-БП, а также у GBA-носителей был 
повышен по сравнению с индивидуумами контрольной 
группы (р = 0,0043; р = 0,0014; р = 0,032 соответственно; 

Корреляция между уровнем α-синуклеина в CD45+-клетках и активностью GСase в крови пациентов групп все_GBA-БП (A; n = 25), 
GBA-БП (В; n = 15), GBA-носителей (С; n = 15), сБП (D; n = 40) и группы контроля (E; n = 68). По осям абсцисс — уровень α-синуклеина, 
нг/мл, по осям ординат — активность GСase, мМ/л в час. 
Correlation between the level of α-synuclein in CD45+ blood cells and GCase activity in the all-GBA-PD group (A; n = 25), the GBA-PD 
group (B; n = 15), GBA carriers (C; n = 15), sPD patients (D; n = 40) and controls (E; n = 68).Abscissa: level of α-synuclein, ng/mL; ordinata: 
GСase activity, mM/L/h. 
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корреляция активности GCase и уровня α-синуклеина 
в CD45+-клетках крови пациентов с GBA-БП, а также 
отсутствие её в группе GBA-носителей могут быть об-
условлены наличием в биологических образцах пациен-
тов с БП патологических форм α-синуклеина, чувстви-
тельных к снижению активности GCase. Обнаруженная 
нами обратная корреляция между активностью GCase  
и уровнем α-синуклеина в крови на грани статистиче-
ской значимости у пациентов с сБП, но не в контроль-
ной группе, также может подтверждать данное предпо-
ложение. 

Данные по активности GCase в крови при сБП носят 
противоречивый характер [8, 24]. Нами было выявлено 
отсутствие различий в активности GCase у пациентов  
с сБП по сравнению с лицами контрольной группы. 

В то же время обнаружено увеличение уровня 
α-синуклеина в CD45+-клетках пациентов с сБП по срав- 
нению с контролем, что согласуется с полученными 
ранее результатами [16]. В последние десятилетия об-
суждается, что уровень α-синуклеина периферических 
тканей может быть использован в качестве потенци-
ального биомаркера БП [25], однако результаты много-
численных исследований противоречивы, что может 
объясняться различиями в применяемых методах, ис-
пользуемых антителах, а также других сопутствующих 
проведению эксперимента факторов. Несмотря на по-
казанное в нашем исследовании повышение уровня 
α-синуклеина в CD45+-клетках пациентов с сБП, ис-
пользование данного маркера для дифференциальной 
диагностики БП не представляется возможным, по-
скольку полученные значения перекрываются между 
исследуемыми группами, а в группе здоровых носите-
лей мутаций в гене GBA1 выявлен даже более высокий 
уровень α-синуклеина в CD45+-клетках, чем у пациен-
тов с сБП. В ранее опубликованных исследованиях по 
оценке уровня α-синуклеина в мононуклеарных клет-
ках периферической крови не обнаружено различий  
в группе пациентов с сБП по сравнению с контрольной 
группой [15, 26, 27]. В связи с этим для оценки влияния 
уровня α-синуклеина в мононуклеарных клетках пери-
ферической крови на развитие и прогрессирование БП 
необходимо проведение дальнейших исследований. 

Следует отметить, что наше исследование облада-
ет рядом как преимуществ, так и недостатков. Ос-
новным преимуществом является включение в него 
бессимптомных носителей мутаций в гене GBA1, что 
позволило провести сравнительную характеристи-
ку исследуемых параметров в группе GBA-носителей 
с наличием БП и при его отсутствии. Использование 
гомогенной фракции CD45+-клеток периферической 
крови индивидуумов исследуемых групп для оценки 
уровня α-синуклеина позволило нивелировать эффект 
влияния на него гемолиза эритроцитов. Ранее было 
показано, что при получении мононуклеарных клеток 
периферической крови с помощью центрифугирова-
ния в градиенте плотности фиколла в них может обна-
руживаться примесь эритроцитов, содержащих более 
99% общего α-синуклеина из всех клеток крови [28]. 
Кроме того, в наше исследование были включены па-

Обсуждение 

Молекулярный механизм развития GBA-БП остаётся 
неизвестным, однако предполагается, что дисфункция 
GСase и олигомеризация α-синуклеина в клетках могут 
быть взаимосвязаны. В то же время мало изучен вопрос: 
снижение активности GСase и накопление лизосфинголи-
пидов, а также изменение уровня α-синуклеина в пери-
ферической крови предшествует развитию заболевания 
у носителей мутаций в гене GBA1 или является следстви-
ем развития заболевания. В то же время изучение БП 
с известной этиологией, а также факторов, предшествую-
щих и/или влияющих на развитие заболевания у носи-
телей мутаций в гене GBA1, является крайне важным, 
поскольку позволит выделить биомаркеры заболевания 
и сформировать группы риска развития БП среди носи-
телей GBA1-мутаций для включения данной когорты па-
циентов в клинические исследования с использованием 
таргетных препаратов, направленных на повышение ак-
тивности GCase [3]. 

Нами впервые показано, что на фоне увеличения уровня 
α-синуклеина и снижения активности GСase в клетках 
крови пациентов как с GBA-БП, так и GBA-носителей об-
ратная корреляция уровня α-синуклеина и активности 
GCase была характерна только для пациентов с GBA-БП, 
но не для GBA-носителей. 

Следует отметить, что повышение уровня α-синуклеина, 
а также снижение активности GCase в периферической 
крови ранее было выявлено в исследованиях пациентов 
с БП с мутациями в гене GBA1 [8, 10, 15]. Так, М. Avenali 
и соавт. обнаружили повышение уровня α-синуклеина 
в лимфоцитах периферической крови в группе GBA-БП 
по сравнению с пациентами с сБП и контролем [15]. Ра-
нее нами показано повышение уровня олигомерного 
α-синуклеина в плазме крови как у пациентов с болез-
нью Гоше, так и у пациентов с БП с мутациями гена GBA1 
и полиморфными вариантами гена GBA1 по сравнению 
с контролем [9]. 

В настоящее время обсуждается наличие взаи-
мосвязи между дисфункцией GCase и накоплени-
ем белка α-синуклеина [11]. В исследованиях in vitro 
доказано прямое влияние лизосфинголипидов на агре-
гацию α-синуклеина [12, 20]. Так, с использованием 
α-синуклеина, выделенного из дофаминергических ней-
ронов, полученных из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток, было показано, что субстрат GCase 
глюкозилцерамид индуцировал агрегацию α-синуклеина, 
способствуя превращению его олигомерных форм в ток-
сичные агрегаты определённой конформации [21]. Ин-
тересно отметить, что для оценки таких конформеров 
α-синуклеина в биологических жидкостях организма че-
ловека при синуклеинопатиях в последние годы всё чаще 
применяется метод циклической амплификации белков 
с нарушенной конформацией [22]. В частности, приме-
нение этого подхода позволило М. Shahnawaz и соавт. 
обнаружить специфические конформеры α-синуклеина  
в образцах ликвора пациентов с синуклеинопатия-
ми при отсутствии их в контроле [23]. В связи с этим 
можно предположить, что наблюдаемая нами обратная 
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циенты с сБП, не принимающие пре-параты L-ДОФА, 
что позволило исключить потенциальное влияние 
данных лекарственных средств на экспрессию гена 
α-синуклеина [29]. Следует отметить, что в большин-
стве проведённых ранее исследований по оценке уров-
ня α-синуклеина в мононуклеарных клетках крови при 
БП влияние α-синуклеина эритроцитов, а также приё-
ма пациентами с БП L-ДОФА-содержащих препаратов 
не учитывалось.

Основным ограничением нашей работы является неболь-
шой размер групп GBA-БП и GBA-носителей. Несмотря на 
то что средний возраст в группах GBA-БП и GBA-носителей 

не различается, мы не можем исключить возможность 
того, что у кого-то из GBA-носителей проявятся клиниче-
ские симптомы БП в течение жизни. 

Заключение

Полученные данные о наличии обратной корреляции 
уровня α-синуклеина и активности GCase в крови но-
сителей мутаций гена GBA1 с БП, но не бессимптомных 
GBA-носителей позволяют предположить, что изменение 
уровня α-синуклеина и активности GCase в крови носи-
телей мутаций в гене GBA1 может наблюдаться при по-
явлении клинических проявлений БП. 
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