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Реферат 

с.45, рис.14, табл.5, 63 источника 

БОЛЕЗНЬ ПАРКИНСОНА, ЧЕРНАЯ СУБСТАНЦИЯ, ДОФАМИНЕРГИЧЕКСИЕ 

НЕЙРОНЫ, ОДНОНУКЛЕОТИДНЫЙ ПОЛИМОРФИЗМ, АЛЬФА-СИНУКЛЕИН, SNCA, 

CD45+ КЛЕТКИ. 

Болезнь Паркинсона (БП) - одно из самых распространенных нейродегенеративных 

заболеваний, обусловленное гибелью дофаминергических нейронов черной субстанции 

головного мозга. На сегодняшний день нейродегенерацию при БП связывают с агрегацией 

белка альфа-синуклеина, кодируемого геном SNCA. В данном гене обнаружен ряд 

однонуклеотидных полиморфизмов (ОНП), ассоциируемых с повышением риска развития 

БП. 

Целью настоящего исследования явилась оценка ассоциации ОНП rs2619364 (A/G), 

rs2583988 (C/T) и rs356168 (A/G) гена SNCA с БП в Северо-Западном регионе России, а также 

их влияния на уровень общего белка альфа-синуклеина в CD45+ клетках периферической 

крови среди пациентов с БП и лиц контрольной группы. 

Генотипирование было проведено методом ПЦР-рестрикционного анализа. CD45+ 

клетки выделялись при помощи магнитного сепаратора MACS (MiltenyiBiotec, США) и 

колонок miniMACS, после предварительного центрифугирования в градиенте плотности 

фиколла. Концентрация общего альфа-синуклеина определялась иммуноферментным 

анализом (ИФА) с применением набора Humanalpha-synuclein ELISA kit (Invitrogen, США). 
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Summary 

p. 45, Fig.14, table.4, 63 source 

 PARKINSON'S DISEASE, SUBSTANTIA NIGRA, DOPAMINERGICNEURONS 

SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM, ALPHA-SYNUCLEIN, SNCA, CD45+CELLS. 

Parkinson’s disease (PD) is one of the most frequent neurodegenerative disorder is caused 

by loss of nigral dopamine cells of the brain. To date, neurodegeneration associated with the 

aggregation of the protein alpha-synuclein encoded by the gene SNCA inwhicha number of single-

nucleotide polymorphisms (SNPs) were identified. It is perceivedtobe associate with increased risk 

of development of PD. 

The aim of work was to conduct association of SNCA SNPs (rs2619364 (A/G), rs2583988 

(C/T)) and rs356168(A/G) with PD in North-East Federal region of Russia, and assess their impact 

on the level of alpha-synuclein in CD45+ blood cells among patient with PD and control group. 

Genotyping was performed by PCR and restriction analysis. CD45+ blood cells were 

separated using the magnetic hand separator MACS (MiltenyiBiotec, USA) and miniMACS 

columns MS (MiltenyiBiotec, USA) after a preliminary centrifuging in density gradient of fiсoll. 

The level of alpha-synuclein was estimated by ELISA with Human Alpha-Synuclein ELISA kit 

(Invitrogen, USA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://context.reverso.net/%D0%BF%D0%B5%D1%80%D0%B5%D0%B2%D0%BE%D0%B4/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%B8%D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/is+perceived+to
http://context.reverso.net/%D0%BF%D0%B5%D1%80%D0%B5%D0%B2%D0%BE%D0%B4/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%B8%D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/after+a+preliminary
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а.к. аминокислота 

БП  болезнь Паркинсона  

ГАМК гамма-аминомасляная кислота 

ДА дофамин 

ДА-нейроны дофаминергические нейроны 

ДАТ дофаминовый транспортер 

ДНК дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДОФАК 3,4-дигидроксифенилуксуснаякислота 

ИФА иммуноферментный анализ  

Л-ДОФА диоксифенилаланин 

МФП+ 1-Метил-4-фенилпиридиний 

МФТП 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин 

НАД+ никотинамидадениндинуклеотид 

ОНП однонуклеотидный полиморфизм 

ОФЭКТ однофотонная эмиссионная компьютерная томография 

ПААГ полиакриламидный гель 

ПЦР полимеразная цепная реакция 

ПЭТ позитронно-эмиссионная томография 

СМЖ спинно-мозговая жидкость 

ТГ тирозингидроксилаза 

ЧС черная субстанция 
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Введение 

Болезнь Паркинсона (БП) является вторым по частоте встречаемости 

нейродегенеративным заболеванием после болезни Альцгеймера. 

В качестве основной патологической особенности развития БП отмечается потеря 

дофаминергических нейронов в компактном слое черной субстанции (ЧС) головного мозга. 

Приблизительно 5-10% пациентов имеют моногенную форму БП, обусловленную мутациями 

в генах SNCA, LRRK2, UCH-L1, PARK2, PINK1, DJ-1 [13]. На сегодняшний день существует 

предположение, что одним из факторов гибели нейронов ЧС при БП является агрегация 

небольшого пресинапического белка альфа-синуклеина, кодируемого геном SNCA. В ряде 

исследований показано, что увеличение экспрессии данного гена способствует 

формированию нейротоксических олигомерных форм альфа-синуклеина [1]. 

Описан ряд семей с наследственной формой БП, обусловленной мультипликациями 

гена SNCA [2]. При этом наличие мультипликаций этого гена коррелирует с увеличением 

уровня белка альфа-синуклеина, который является одним из основных компонентов 

цитоплазматических белковых агрегатов в нейроне (телец Леви) как при наследственных, так 

и при спорадических формах БП [1].  

Анализ результатов полногеномных ассоциативных исследований (GWAS), 

проведенных среди пациентов с БП, позволил выявить в гене SNCA целый ряд 

однонуклеотидных полиморфных вариантов (ОНП), ассоциированных с повышенным 

риском развития БП. Роль, которую эти ОНП играют в развитии заболевания, была 

исследована в течение последнего десятилетия в различных этнических группах, но 

результаты носят противоречивый характер, так как данная ассоциация может проявлять 

популяционную специфичность, поэтому необходимо проведение репликативных 

популяционных исследований. 

В настоящее время показано, что альфа-синуклеин может быть обнаружен в ряде 

биологических жидкостей человека: спинномозговая жидкость (СМЖ), сыворотка/плазма, 

эритроциты, слюна. Уровень общего и олигомерного альфа-синуклеина в спинномозговой 

жидкости (СМЖ) и в плазме рассматривали в качестве возможных биомаркеров для БП, но 

результаты, посвященных этому работ, носят противоречивый характер. Неоднозначность 

получаемых в исследованиях результатов может быть обусловлена как различиями в 

методиках и используемых антителах для определения уровня альфа-синуклеина, так и 

отсутствием учета влияния контаминации целевых образцов эритроцитами и тромбоцитами 

крови [1]. 

В силу всего вышесказанного, остаются актуальными репликативные популяционные 

исследования как по ассоциации ОНП с риском развития БП, так и по оценке относительного 
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уровня альфа-синуклеина в однородных клеточных фракциях, так как это может оказать 

помощь в воссоздании единой картины механизмов, запускающих процесс 

нейродегенерации, а также позволит сформировать группу высокого риска развития БП и 

внести вклад в поиск прогностического маркера заболевания. 

 

ʎʝʣʴ ʨʘʙʦʪʳ 

Целью настоящего исследования явилась оценка ассоциации ОНП rs2619364 (A/G), 

rs2583988 (C/T) и rs356168 (A/G)гена SNCA с БП в Северо-Западном регионе России, а также 

их влияния на уровень общего белка альфа-синуклеина в CD45+ клетках периферической 

крови среди пациентов с БП и лиц контрольной группы; 

 

ɿʘʜʘʯʠ ʨʘʙʦʪʳ 

В рамках работы решались задачи: 

1) Оценить частоту вариантов rs2619364 (A/G),rs2583988 (C/T), rs356168 (A/G) гена 

SNCA у пациентов с БП и лиц контрольной группы в Северо-Западном регионе России; 

2) Оценить уровень белка альфа-синуклеина в CD45+ клетках крови у пациентов с БП 

и лиц контрольной группы; 

3) Оценить влияние rs2619364(А/G),rs2583988 (C/T), rs356168 (A/G) на уровень белка 

альфа-синуклеина CD45+ клеток крови у пациентов с БП и лиц контрольной группы. 
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Глава 1. Литературный обзор 

1.1. Общая характеристика болезни Паркинсона 

Еще 200 лет назад, в 1817 году, английским медиком Джеймсом Паркинсоном было 

описано заболевание, имеющее следующую симптоматику: тремор, ригидность мышц, 

брадекинезия, постуральная нестабильность, в отдельных случаях сопряжение с деменцией. 

Позже это заболевание получило название болезни Паркинсона (БП) и стало вторым по 

частоте встречаемости нейродегенеративным заболеванием, поиск методов борьбы с 

которым ведется по всему миру [3]. 

По последним данным, Болезнь Паркинсона диагностируется у 0,3 % населения по 

всему миру, при этом число больных значительно увеличивается с возрастом: ~ до 1 % в 

группе старше 60 лет. В том числе в России на 2016 год зарегистрировано в общей 

сложности 210 тыс. больных с БП [4]. 

1.2. Болезнь Паркинсона – болезнь нейромедиаторного обмена 

Ключевым звеном патогенеза БП является гибель дофаминергических нейронов 

черной субстанции (ЧС) головного мозга [1]. 

Психоэмоциональная и физиологическая сферы жизни человека находятся под 

контролем очень сложной структуры нашего тела – мозга, для подробного описания 

которого понадобится не одна сотня страниц. При помощи грубой классификации в нем 

можно выделить семь основных отделов: конечный мозг, передний мозг, промежуточный 

мозг, средний мозг, мозжечок и продолговатый мозг (рис.1). 

В составе переднего мозга у основания конечного располагаются базальные ганглии – 

скопление серого вещества, состоящего из хвостатого ядра, скорлупы и бледного шара 

(полосатое тело) и связанного с моторной зоной коры головного мозга. Бледный шар 

полосатого тела связан с таламусом, который в свою очередь расположен в промежуточном 

мозге. Аксоны от полосатого тела также идут к ЧС, расположенной в среднем мозге.  

Основная функция базальных ганглиев – осуществление регуляции двигательных и 

вегетативных функций. Одним из путей регуляции является нигростриарный путь, важным 

звеном которого является ЧС, состоящая из вентрального и компактного слоя. Первый 

занимается синтезом дофамина, специфического нейромедиатора, а компактный слой при 

помощи дофаминергических нейронов (D2) и дофамина передает сигнал в полосатое тело, 

откуда сигнал, в свою очередь, поступает в таламус, а от него к двигательной коре и 

мотонейронам спинного мозга. Черная субстанция головного мозга осуществляет тормозной 

контроль через нигростриарный путь, нарушение которого вдет к возникновению патологий, 
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в частности к развитию БП – второго по частоте встречаемости нейродегенеративного 

заболевания человека со следующим симптомокомплексом: тремор, ригидность мышц, 

брадекинезия, постуральная нестабильность. 

 

 

Течение БП характеризуется гибелью дофаминергических нейронов ЧС, суть которой 

можно проследить в следующей логической цепочке: гибнут дофаминергические нейроны 

(ДA-нейроны), что приводит к дефициту тормозного контроля со стороны ЧС, это влечет за 

собой неправильное проецирование в полосатое тело сигналов, усилению возбуждения в 

базальных ганглиях, что приводит к неправильному планированию параметров движения и 

ложным сигналам в кору головного мозга. Учитывая также, что дофаминергическая система 

активируется глутаматергической системой и тормозится через промежуточные соединения 

ГАМК-ергической системы, то при гибели дофаминергических нейронов ЧС и снижении 

уровня дофамина начинает превалировать стимулирующее влияние глутаматергических 

нейронов. Так возникает дисбаланс между глутаматергической системой и  ГАМК-

ергической системы стриатума, что приводит к нарушению двигательной и психической 

функций [6,7] 

 

1.3. Особенности патогенеза и диагностики Болезни Паркинсона 

Несмотря на продолжительную историю изучения заболевания, на сегодняшний день 

окончательный диагноз ставится на основе результатов аутопсии, при проведении которой 

выявлется наряду с неродегенеративными процессами ЧС головного мозга тельца Леви в 

Рис.1. Отделы головного мозга [5]. 

 ͔̉ͪͤ͊Ύ 

ͫͯ͋ͫͭ͊ͤͼ͙Ύ 

 ́ ͊͊ͣͯͫ͡ 

 x ͊͊͘͡Έͤ·͔ 

͎͎͙͙͊ͤ͡ 
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нейронах (рис. 2). Тельца Леви - белковые агрегаты цитоплазмы нейронов, осноным 

компонентом которых явлется белок альфа-синуклеин [1]. 

 

 

Рис.2. Тельце Леви – белковый агрегат в цитоплазме нейронов. Стрелкой показан 

альфа-синуклеин, окрашенный специфическими антителами[1]. 

 

Диагностирование же БП основано на клинической картине, но особенность данного 

заболевания заключается в том, что длительное время (20-30 лет) оно развивается без 

проявления симптомов. В клиническую стадию заболевание переходит после гибели 70–80% 

аксонов ДА-нейронов в стриатуме, когда нейропротекторной терапия не приносит должного 

эффекта [8]. 

Благодаря развитию методов нейровизуализации, стало возможным доклиническое 

диагностирвание БП. На сегодняшний день этими методами являются ПЭТ и ОФЭКТ, в 

основе которых лежит возможность радиоактивного лиганда (F18-дофа и β-CIT 

соотвественно) связываться с пресинаптическими дофаминергическими терминалями и 

переносчиками дофамина. Таким образом, при визуализаци после введения метки можно 

оценить состояние нигростиатного пути. Установлено, что и количество переносчика, и 

число терминалей уменьшается при БП (рис. 3) [9,10]. 

 

 

Рис.3.Данные пэт базальных ганглиев пациентов: 1- норма, 2-начальные стадии БП, 3- 

соответствует гибели 50-80% дофаминергических нейронов, появляются первые 

клинические проявления БП, 4 и 5 стадии БП [1]. 
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В силу дороговизны обоудования и его технического обсуживания, данное метод 

используют в единичных случях, потому на сегодняшний день актуальной является задача 

выявления доступного биохимического маркера заболевания в гуморальных средах – в 

ликворе и крови, так как, считается, что в них отражаются патологческие процессы, 

просиходящие в нервной системе [10]. 

 

1.4. Факторы риска развития БП 

Прчины возникновения БП до конца не установлены, но, считается, что данное 

заболевание носит мультифакторную природу, объединяющую возрастной и генетический 

факторы, а также воздействие окружающей среды. Так в пользу последнего говорит тот 

факт, что количество людей, страдающих болезнью Паркинсона превалирует в 

индустриальных странах, что согласуется  с гипотезой о влияния различного рода 

химических токсинов (пестициды, гербициды, инсектициды) на развитие заболевания [11].  

Около 5%-10% всех случаев БП представлены наследственными формами. На 

сегодняшний день известен ряд генов, мутации в которых приводят к развитию заболевания 

[12]: 

1. Ген SNCA 

Установлено, что мутации и мультипликации гена SNCA, кодирующего белок альфа-

синуклеин, обуславливают развитие БП с аутосомно-доминантным типом наследования. 

Данный белок способствует нейродегенерации, подробнее его функции и взаимосвзяь с 

гибелью нейронов будут расммотенф в параграфе 6 [13]. 

2. Ген LRRK2 

Наиболее частой причиной развития БП с аутосомно-доминантной формой 

наследования  являются мутации в гене LRRK2, кодирующем белок дардрин, который 

вовлечен в процессинг нейрональных белков [14]. 

В возникновении аутосомно-доминантной формы БП также обсуждалась роль гена 

GIGYF2, продукты которого участвуют в регуляция тирозинкиназного рецепторного каскада, 

но нет убедительных данных, подтверждающих это предположение [16]. 

3. Ген PARK 2 

Показано, что при наличии мутаций в гене PARK2, кодирующем белок  паркин 

(убиквитинлигаза), повышается риск развития БП с аутосомно-рецессивным типом 

наследования. Данный белок является частью убиквитин-протеосомной системы и играет 

ключевую роль в деградации аномальных белков в клетке. Соотвественно нарушение 

данного белка может привести к накоплению нейротоксичных белков [17].  
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4. Ген PINK1 

Было показано, что мутации в гене PINK1 обуславливают развитие аутосомно-

рецессивной формы БП. Продуктом данного гена является митохондриальная PTEN-

индуцируемая протеинкиназа, при недостатке которой дофаминергические клетки 

становятся чувствительны к оксидативному стрессу и индукторам апоптоза, усиленная же 

экспрессия гена напротив приводит к повышению устойчивости клеток к апоптозу [18]. 

5. Ген DJ-1 

Ген DJ-1 кодирует шаперон, белок DJ-1, который при окислительном стрессе 

переносится из цитоплазмы в наружную митохондриальную мембрану, осуществляя 

нейропротекцию. Повреждение этого гена влечет за собой возникновение БП с аутосомно-

рецессивным типом наследования.  

Доля пациентов с мутациями в генах PINK1, DJ1, которые связаны с аутосомно-

рецессивной формой наследования, очень мала: 1% при спорадической БП и 4% при 

семейной форме [12]. 

 

1.5. Мутации и полиморфные варианты гена SNCA, влияющие на развитие БП. 

Ген SNCA расположен на большом плече четвертой хромосомы (4q21) и состоит из 

шести экзонов [19]. Белковым продуктом данного гена является альфа-синуклеин, 

небольшой, в 140 аминокислот, белок, локализованный преимущественно в пресинапических 

терминалях, где осуществляется перенос везикул и передача сигналов при помощи 

медиаторов. Впервые взаимосвязь между геном SNCA и БП была проведена в 1997 году, 

когда возникло предположение, что одна из мутаций, A53T (замена в 209-ом положении гена 

SNCА аденина на гуанин), может быть причиной развития аутосомно-доминантной формы 

БП в большой итальянской и трех греческих семьях. Чуть позже в 1998 году была описана 

еще одна мутация А30Р (замена G на С в 88 положении гена SNCA), которая также 

обуславливала возникновение БП с аутосомно-доминантной формой наследования. Спустя 

шесть лет, в 2004 году, идентифицируют аминокислотную замену в белке альфа-синуклеина 

Е46К (замена G на A в 188-ом положении), а в 2013 две мутации H50Q (замена T/G в 150-ой 

позиции гена) и G51D (замена А/G в 152-ой нуклеотидной паре гена SNCA). Все эти мутации 

приводили к аутосомно-доминантной форме заболевания, имеющей одинаковые 

характеристики: ранний дебют, агрессивное течение и наличие телец Леви. Начались 

активные медико-генетические исследования гена SNCA и генетических основ БП. 

Наследственные формы заболевания, обусловленные подобными миссенс-мутациями, 

отмечаются, как довольно редкие случаи. Всего при этом обнаружено 6 таких мутаций 

(рис.7) [20,21, 22]. 



13 
 

 

 

Рис. 7. Мутации в белке альфа-синуклеина [22]. 

 

Параллельно было показано, что трипликация этого гена приводит к развитию БП с 

ранним началом [23].Тем не менее, мультипликации и миссенс мутации достаточно редки, 

потому остается актуальным вопрос о существовании распространенных генетических 

вариантов гена SNCA, обладающих более тонким функциональным эффектом, 

проявляющимся у пациентов с БП. Ответ на данный вопрос был получен благодаря 

исследованиям полногеномного поиска ассоциаций GWAS (Genome-Wide Association 

Studies). Данный метод позволяет оценить вклад в развитие заболевания полиморфных 

локусов, частота аллельных вариантов которых превышает 5%. 

 На сеголняшний день установлен ряд одонуклеотидных полиморфизмов (ОНП) гена 

SNCA, предположительно оказывающих влияние на риск развития БП: rs181489, rs356186, 

rs356219, rs894278,rs2619363, rs2619363, rs2737029, rs10005233, rs11931074, rs356182, 

rs356165, rs356168, rs2619364, rs2583988 (рис.8). Исследованию ассоциации полиморфизма 

гена SNCA с риском развития заболевания в различных этнических группах посвящен целый 

ряд работ. Стоит отметить, что в России влияние на риск развития БП оценен для нескольких 

выявленных ОНП. 

Один из самых изученных полиморфизмов гена SNCA Rep-1 (D4S3481) – 

микросателитный повтор, который состоит из повторов (TC)(TT)(TC)(TA)(CA), где число 

TC, TA и CA варьирует. Последовательности (TC)10(TT)1(TC)10(TA)8(CA)10, 

(TC)10(TT)1(TC)10(TA)8(CA)11 обозначаются как аллели 0 (259) и 1 (261), частота которых 

различается в азиатской и европейской популяциях. Так частота аллелей 259, 261 и 263 в 

европейской популяции составляет 22–32%, 58–72% и 3–9% соответственно, а для азиатской 

- 40%, 33% и 25% [12] 
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Рис.8. Структура и полиморфные варианты гена SNCA. Цифрами отмечены экзоны. 

Красным отмечены исследуемые в данной работе полиморфизмы. [1]. 

Данные ассоциации могут проявлять популяционную специфичность, поэтому 

актуальным является проведение репликативных популяционных исследований 

выявленных ассоциаций. Для выполнения работы были выбраны следующие ОНП: 

rs356168,rs2619364, rs2583988: 

rs356168 - данный полиморфный вариант мало изучен, но известно, что он находится 

в четвертом интероне гена SNCA, при наличии которого происходит замена A/G; 

rs2619364 - происходит замена G/А на 5’-конце гена;  

rs2583988 –происходит замена T/C в промоторной области гена.  

Так как до сих пор нет единой картины патогенеза БП, необходимо изучение данного 

заболевания на всех уровнях. Оценка влияния различных полиморфных вариантов позволит 

воссоздать целостное описание с генетической точки зрения, что в свою очередь необходимо 

не только для выявления механизмов, запускающих нейродегенеративные процессы, но и 

для разработки методов доклинической диагностики, когда процессы дегенерации 

дофаминергических нейронов затронули лишь ограниченное число клеток. 

1.6. Белок альфа-синуклеин 

1.1.6.Структура белка. 

В основе патогенеза БП лежит гибель ДА-нейронов в ЧС головного мозга. На 

сегодняшний день процесс нейродегенерации связывают с белком альфа-синуклеином. 

 Альфа-синуклеин – небольшой нейрональный белок, количество кооторого 

составляет приблизительно 1% от общего белка головного мозга. Основная локализация 
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белка приходится на пресинаптические терминали гиппокампа, черной субстнции, 

обнаружен в олигодентроцитах, астроцитах, в спинно-мозговоой жидкости (СМЖ), а также в 

тельцах Леви и клетках крови [24]. 

 Альфа-синуклеин эволюционно поздний белок, выявляемый исключительно у 

позвоночных и сохраняющий высокую консервативность аминокислотного состава среди 

организмов. Так, например, у грызунов и рыб наблюдается гомолоия соотвественно в 95% и 

86% соответственно с белком человека.Впервые же белок был выявлен в пресинаптических 

терминалях холинергической системы электрического ската, а затем у других позвоночных. 

Такая преимущественно пресинаптическая локализация альфа-синуклеина позволила 

предположить об участии этого белка в синаптической передаче[25]. 

 Белок синуклеин кодируется геном SNCА, состоящим из шести экзонов, 

альтернативный сплайсинг которого приводит к синтезу трех изофрм данного белка (альфа, 

бетта, гамма). Основная изорформа белка – альфа-синуклеин состоит из 140 а.к, в котором 

можно выделить три области (рис. 5): 

1)Аминоконцевая область, где обнаруженено несколько повторяющихся 

последовательностей аминокислот – KTKEGV. Данная N-концевая облась имеет сходство с 

липид-связывающим доменом аполипопротеинов, что свидетельствует о возможности альфа-

синуклеина взаимодействовать с липидным слоем мембран. Известно, что альфа-синуклеин 

взаимодействует с везикулярными мембранами, содержащими фосфолипиды. 

2) Гидрофобная центральная область – неамилоидный компонент NAC (non-amyloid 

component), который, предположительно, ответвенен за фибриллизацию  

3) C-концевая отрицательно заряженная кислая область ингибирует образование фибрилл. 

Также в этой области располагаются сайты фосфорилирования (Tyr-125, -133, -136 и Ser-129) 

и домен, отвечающий за шаперонную активность альфа-синуклеина (основания 125–140). 

[21,25].  
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Рис. 5. Структура альфа-синуклеина [21]. 

Извесно, что альфа-синуклеин спопосбен агрегировать в растворе при достижении 

определенной концентрации, образуя фибриллы и дискретные сферические структуры, что 

продемонстировано in vitro. В 2011 году были получены данные,согласно которым в 

нейронах и других клетках этот белок функционирует в нативном состоянии, для которого 

характерен вид тетрамера с упорядоченной структурой в виде альфа-спирали, 

демонстрирующей большую степень родства с мембранами и меньшую способность к 

образованию агрегатов[1]. 

 

1.6.2. Функции альфа-синуклеина в клетке. 

В настоящее время физиологические функции альфа-синуклеина, в частности в 

системе дофаминовой нейротрансмиссии, неизвестны, но описан ряд гипотетических его 

функций (рис. 6).  

 Предполгается, что альфа-синуклеин приимает учатсие в регуляции везикулярного 

нейронального транспорта. Такое предположение основывается на локализации альфа-

синуклеина в пресинаптическких терминалях и его спосособности взаимодействовать с 

мембранами. Встаиваясь в стенки синаптических пузырьков, альфа-синуклеин таким 

образом способствует слиянию везикул с пресинаптической мембраной. Подтверждение этой 

гипотезы нашло в экспериментах с нокаутными по гену альфа-синуклеина мышами, у 

которых наблюдается истощение везикулярного пула в синапсах, и, следовательно, 

нарушение процесса передачи сигнала.  
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Рис. 6. Функции альфа-синуклеина [26]. 

Cайты связывания белка указаны стрелками.  

ДА-дофамин; 

ДАТ – дофаминовый транспортер; 

ДОФАК – 3,4-дигидроксифенилуксуснаякислота; 

ТГ – тирозингидроксилаза; 

Л-ДОФА– 3,4-дигидроксифенилаланин. 

 

Известно, что альфа-синуклеин может влиять на синтез дофамина, являясь 

ингибитором фермента, лимитирующего скорость синтеза дофамина – тирозингидроксилазы 

[1, 27]. 

 Показано, что альфа-синуклеин может влиять на содержание дофамина внутри 

клетки, взаимодействуя с ДАТ (дофаминовый транспортер). ДАТ отвечает за обратный 

захват дофамина из синапса и его возвращение в пресинаптическую терминаль 

нейросекреторных клеток. У пациентов с БП NAC- область альфа-синуклеина связывает С-

концевой участок ДАТ, тем самым способствуя их облегченной группировке и повышению 

активности, что ведет к повышению внутринейронального уровеня дофамина и к гибели 

нейронов в результате оксидативного стресса из-за возрастающего числа метаболических 

реакций, в которых участвует дофамин. В то время, как в мозге без патологий альфа-

синуклеин напротив регулирует уровень дофамина внутри клетки путем снижения 

активности ДАТ. Таким образом, альфа-синуклеин может выступать в роли регулятора 

дофаминовой токсичности путем контроля входящего и выходящего в клетку дофамина [21, 

24]. 

Все эти данные и тот факт, что только тройной нокаут генов альфа-, бета-, и гамма- 

синуклеина приводит к изменению структуры синапсов и к нарушению нейротрансмиссии, 
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указывают на связь нейродегенерации при БП с гиперэкспрессией и, как следствие, 

олигомеризцией альфа-синуклеина, а не с потерей его функциональности [1, 24]. 

 

1.6.3. Нейротоксичность альфа-синуклеина 

 При повышении концентрации альфа-синуклеин в растворе олигомеризуется, образуя 

фибриллы, факт нейротоксичности которых установлен, но механизм их действия еще до 

конца не изучен. Исследование влияния мутаций в локусе гена альфа-синуклеина на 

агрегационные свойства белка и его роли в развитии БП началось с обнаружения того, что 

мутация А53Т в белке, привела к развитию аутосомно-доминантной формы заболевания, как 

было отмечено выше. В результате такой замены произошло нарушение альфа-спиральной 

структуры и к образованию бета-складчатой области, что повысило агрегационные свойства 

белка. При мутации А30Р, агрегационные свойства белка также повышались. Похожими 

физико-химическими свойствами обладал белок с аминокислотной заменой Е46К [21,25]. 

Кроме точечных мутаций с фамильными формами болезни Паркинсона также связаны 

дупликации и трипликации гена SNCA, все копии которого оказались в результате 

транскрипционно-активными, что однозначно сказывается на повышении уровня альфа-

синуклеина [28]. 

Помимо увеличения копий альфа-синуклеина и миссенс-мутаций, был обнаружен 

целый ряд ОНП, описанных в предыдущем параграфе, которые предположительно 

повышают риск развития БП, а также могут влиять на уровень общего альфа-синуклеина, и, 

как следствие, на олигомеризацию белка, что на сегодняшний день рассматривается как 

основной патологический процесс при БП. 

В последние годы уровень общего и олигомерного альфа-синуклеина рассматривается 

исследователями как гипотетический прогностический маркер заболевания, поэтому ряд 

работ посвящен изучению уровня общего и олигомерного альфа-синуклеина в различных 

периферических тканях: слюна, СМЖ, плазма крови, эритроциты и др. При этом стоит 

отметить, что результаты носят противоречивый характер, что объяснялось несколькими 

факторами: малочисленностью выборки образцов, разнообразием применяемых методов или 

внешним и внутренним гемолизом в физиологических жидкостях, так как эритроциты 

являются основным источником альфа-синуклеина (таблица 1) [1]. 
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Талица 1. Исследования по сопоставлению уровня альфа-синуклеина в периферических 

тканях и жидкостях у пациентов с БП и в контроле. 

 

Объект исследования Уровень альфа-

синуклеина у 

пациентов с БП по 

сравнению с 

контрольной группой 

Ссылка на статью (авторы, 

год издания) 

Альфа-синуклеинтромбоциов без изменений Qiao-XinLia et al., 2002[29] 

Альфа-синуклеин плазмы крови повышен Linch et al., 2017[30] 

понижен Gorostidiet al, 2012[31] 

Альфа-синуклеин лимфоцитов 

периферической крови 

повышен Brighina L. et al., 2010[32] 

без изменений Kimetal, 2004[33] 

Альфа-синуклеин эритроцитов 

периферической крови 

понижен Wang at el., [34] 

без изменений Abd-Elhadiat el., 2015 [35] 

Альфа-синуклеинСМЖ понижен Westerlund et al, 2008 [36] 

безизменений Mollenhauer et al, 2008[37] 

 

Ряд работ по исследованию связи уровня альфа-синуклеина с БП проводился на 

лимфоцитах периферической крови, так как считается, что эти клетки крови могут быть 

моделью исследования БП. 

1.7.CD45+клетки периферической крови, как модель исследования БП 

 

Ранее было отмечено, что БП характеризуются гибелью ДА-нейронов в ЧС головного 

мозга, которую объясняют рядом описанных ниже механизмов, идентичных для нейронов и 

лимфоцитов. 

 

Нарушение митохондриальных комплексов. 

 Ряд исследователей связывают нейродегенерацию с действием токсинов (гербицидов, 

пестицидов, инсектицидов), которые ингибируют митохондриальное дыхание. Так было 

продемонстрировано нейротоксичное действие митохондриального яда 1-метил-4-фенил-

1,2,3,6-тетрагидропиридина (MФТП), который провоцировал селективную гибель ДА-

нейронов в ЧС. МФТП метаболизируется в МФП+  при помощи действия моноаминоксидазы 

B. МФП+ захватывается обратно в ДА-нейроны дофаминовым транспортером. МФП+  имеет 
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структурное сходство с НАД+ ионами, что приводит к ингибированию  ионами МФП+ НАД+ 

связанных ферментов митохондриальной цепи окислительного фосфорилирования, в 

частности, ингибируется активность комплекса I. Подобный энергетический сбой, 

ингибирующий митохондриальную дыхательную цепь, может быть вероятным механизмом 

гибели нейронов при паркинсонизме. Было показано, что у пациентов с БП в нейронах ЧС 

нарушаются митохондриальные комплексы (комплекс I). Баррго с коллегами 

продемонстрировали подобные нарушения митохондриальных комплексов I, IV в 

лимфоцитах у пациентов с БП[38]. 

Снижение уровня экспрессии гена NURR-1. 

 Рядом исследователей было показано, что для NURR-1- нокаутных мышей характерна 

агезия ДА-нейронов в ЧС, а также снижение количества ДА-нейронов у гетерозиготных 

NURR-1-нокаутных мышей и снижение экспрессии NURR-1 в ДА-нейронах при воздействии 

МФТП. Многие генетические исследования пациентов с БП выдвигали предположения об 

ассоциации снижения экспрессии гена NURR-1 с развитием БП. Данные ген кодирует белок 

Nurr1, являющийся транскрипционным фактором, необходимым для дифференцировки 

дофаминергических нейронов, осуществляет контроль экспрессии генов белков ТГ и ДАТ, 

связанных с синтезом и хранением дофамина. 

Вейдонг Ли с коллегами продемонстрировал, что у пациентов с БП в лимфоцитах 

также, как и в ДА-нейронах ЧС, понижается уровень экспрессии гена NURR-1[39]. 

Снижение активности протеасом, повышение активности каспаз. 

 Нейродегенеративные заболевания, в том числе и БП, связывают с индукцией 

апоптоза, приводящего к гибели ДА-нейронов. Доказано, центральную роль в запуске и 

развитии процесса апоптоза играют протеазы семейства каспаз. Ряд работ демонстрируют 

связь уровня экспрессии различных каспаз, в частности каспазы-3, каспазы-8, с развитием 

БП. Так в модели БП на животных  инактивация генов данных капаз ведет к снижению 

экспрессии гена и провоцирует гибель ДА-нейронов в ЧС [40].  

 Помимо повышения активности каспаз, для патогенеза нейродегенеративных 

заболеваний характерно снижение активности белков, являющихся  частью убиквтин-

протеосомной системы, что приводит к накоплению нейротоксичных белков в нейронных, в 

частности альфа-синуклеина, и образованию телец Леви. Ослабление протеосомной 

актвиности было зарегистрировано в мозге страдающих БП, а введение ингибитора 

протеосом у крыс вызывает нейродегенерацию в нигростриарном пути и формирование 

телец Леви. Блондини с коллегами показали, что подобные нарушения протеосомной 

системы и повышение активности каспаз происходит в лимфоцитах у пациентов с БП [41]. 

Изменение количества дофаминовых транспортеров  



21 
 

 У пациентов с БП при помощи нейровизуализационных методов (ПЭТ и ОФЭКТ) 

отмечали снижение количества дофаминовых траспортеров. П. Барбанти в своей работе 

продемонстрировал наличие подобных процессов в лимфоцитах периферической крови у 

пациентов с БП.[41] Этому посвящены работы Б. Каронти и коллег, Пелликано и соавторов 

[42,43] 

Стоит отметить также, что как в лимфоцитах, так и в нейронах ЧС у пациентов с БП 

отмечается повышенный уровень мРНК гена SNCA по сравнению с группой контроля [44]. 

Все вышесказанное дает основания использовать лимфоциты в качестве модели 

болезни Паркинсона, считая, что данные клетки способны отражать процессы, 

происходящие в нейронах. Тем не менее, работы, посвященные оценке уровня альфа-

синуклеина в лимфоцитах, демонстрировали противоречивые результаты, что можно 

объяснить внутренним и внешним гемолизом эритроцитов, так на них приходится 

наибольшее содержание альфа-синуклеина в периферической крови [1], при этом их примесь 

содержится во фракции лимфоцитов, выделенных при помощи центрифугирования в 

градиенте фиколла. В виду этого целесообразным является получение чистой 

лимфоцитарной фракции по маркерному рецептору СD45, или фракции СD45+ клеток, на 

поверхности которых экспрессируется антиген СD45, характерный для всех клеток 

гематопоэтического происхождения, за исключением эритроцитов, тромбоцитов и их 

предшественников.  
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Глава 2. Материалы и методы 

2.1. Характеристика обследованных групп 

В исследовании были задействованы образцы крови, 500 пациентов (средний возраст 

64.4 ± 10.5, средний возраст начала заболевания 57.4 ± 11.9; 214 мужчин и 286 женщин) с 

диагнозом БП, обследованных на базе ПСПбГМУ имени академика И.П. Павлова, и 364 

человека (средний возраст 66.5 ± 9.8; 184 мужчины и 170 женщин)контрольной группы с 

отсутствием неврологических заболеваний. В ходе работы был создан также банк СD45+ 

клеток крови 76(38 мужчин, средний возраст 60±7 лет)пациентов, не получавших лечения 

препаратами Л-ДОФА и 76 лиц (40 мужчин, средний возраст 61±9 лет)контрольной группы.  

Критериями отбора пациентов служило сочетание хотя бы двух фенотипических 

проявлений, характерных для БП: гипокинезия, ригидность, тремор покоя, постуральная 

неустойчивость. 

Забор периферической крови осуществлялся по 10-15 мл из локтевой вены в 

стерильные вакутейнеры, содержащие для предотвращения свертывания крови 100 мкл 0,5М 

ЭДТА при pH=8. 

 

2.2.Выделение ДНК из периферической крови  человека 

В целях оценки распределения генотипов гена SNCA из периферической крови 

человека выделялась геномная ДНК стандартным методом фенольно-хлороформной 

экстракции [45]. Для проведения данной процедуры необходимы следующие растворы: 

1. Раствор Канкеля: 0,32М сахароза, 5mMMgCl2, 20mM Tris-HCl (pH=7.5), 1 ͯ  TritoncNa. 

2. TNE: 5М NaCL, 0.5 ЭДТА, 2М Tris 

В начале процедуры кровь, хранящаяся в вакутейнерах при -20С°, размораживалась 

при комнатной температуре в течение одного часа. После чего к размороженной крови 

добавлялось 500 мкл раствора Канкеля для лизиса мембран клеток, и полученная суспензия 

центрифугировалась в течении 10 мин. на 5000 об/мин. После слива супернатанта к 

оставшемуся осадку добавлялось 3 мкл раствора протеиназы К, разрушающей нуклеазы, 200 

мкл TNЕ и 30 мкл 30% SDS, необходимых для увеличения активности протеиназы, после 

чего смесь инкубировалась в течении ночи на +37°С для  протеолиза. Образовавшийся после 

полного растворения осадка гомогенный раствор последовательно с 10 минутным 

центрифугированием на 4000 об/мин обрабатывался 300 мкл фенола, осуществляющего 

активную денатурацию белков, 300 мкл фенол-хлороформной смеси для ингибирования 

РНКазной активности, 300 мкл хлороформа, позволяющего из препарата нуклеиновой 
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кислоты удалить остатки фенола. По окончании экстракции к водной фазе добавлялась 1/10 

объема 3 М CH3COONa и 2 объема 96% этилового спирта. Осадок дважды промывался 70% 

этанолом для концентрирования ДНК и растворялся в 100 мкл воды после просушивания в 

термостате. 

2.3. Идентификация полиморфных вариантов rs2619364, rs2583988, rs356168  генаSNCA 

Генотипирование аллельных вариантов rs2619364, rs2583988, rs356168 гена SNCA 

проводили методом ПЦР и рестрикционного анализа. Праймеры, разработанные в программе 

PrimerExpress 3.0, а также условия проведения ПЦР указаны в таблице 2.  

 

Таблица 2. Праймеры и условия ПЦР для идентификации ОНП  rs2619364, rs2583988,  

rs356168 гена SNCA. 

 

Таблица 3. Эндонуклеазы и соответствующие сайты рестрикции 

 

ОНП 
Нуклеотидная последовательность праймеров 

Температура 

отжига 

Прямой Обратный t оС 

rs2619364 

(A/G) 

5’- 

TTGAACTATTGGTCTGC

CCTTT-3’ 

5’-

ACAGCAAACTAGCTCCCAAG

-3’ 

65 

rs2583988 

(C/T) 

5’- 

GCTTTAAGTCAAAGAGG

TAA-3’ 

5’-

AATAAAAGTTTGGAATCATG

TTAA-3’ 

55 

rs356168 

(A/G) 

5’-

CTTCTGTTTTGATTGTGG

TAACT-3’ 

5’-

GCTTTAAAATTACTAAGGGA

GGA-3’ 

55 

ОНП Эндонуклеаза Размер фрагмента ДНК 

(п.н.) 

Сайт рестрикции 

ПЦР 

фрагмент 

Аллель 

A 

 

Аллель 

G 

rs2619364 

(A/G) 

Mspl 

(HpaII) 

120 84 36 5’…C↓CGG…3’ 

3’…GGC↑C…5’ 

rs2583988 

(C/T) 

Csp6 I 126 87 39 5’…G↓TAC…3’ 

3’…CAT↑G…5’ 

rs356168 

(A/G) 

BfaI (FspBI) 103 25 78 5’…C↓TAG…3’ 

3’…GAT↑C…5’ 
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Амплификацию проводили в 15 мкл реакционной смеси (деионизованная вода 7,5 

мкл, 1,5 мкл dNTPs, 1.5мкл buf, 2мклMg2+, 1/1 мкл праймеров и 0,2 мкл Taq-полимеразы) при 

помощи амплификатора T100™ (Bio-RadLaboratories, США). 

Для полиморфного варианта rs2619364 полимеразная цепная реакция проводилась по 

следующему циклу: после первоначальной денатурации при 94ºС в течение 15 мин, 45 

циклов амплификации проводили в следующем температурно-временном режиме: 

денатурация +92˚С – 30с, отжиг праймеров: +65˚С – 30с, элонгация: +72˚С –60с. После 

завершения 45 циклов амплификации проводили заключительный синтез при +72˚С в 

течение 5 мин. В результате получали ПЦР-продукт размером 120п.н.  

Для проведения рестрикционного анализа полученный ПЦР-продукт инкубировали в 

присутствии 0,5 ед. эндонуклеазы Mspl (HpaII) и соответствующего 1хбуфера Tango 

производства «Fermentas» при +37˚С в течение 24 часов. Эндонуклеаза и  соответствующие 

ей сайты рестрикции указаны в таблице 3. После рестрикции фрагменты ДНК подвергали 

электрофоретическому разделению в 8% ПААГ. Результаты визуализировали в УФ-свете 

после окрашивания бромистым этидием (рис.9). Размер фрагментов ДНК после 

рестрикционного анализа в случае аллеля G составил 84 и 36п.н. 

 

Рис. 9. А) идентификация ОНП rs2619364: 2,3,4 – гетерозиготное (AG) носительство; 5,6,7 – 

гомозиготное носительство (GG); 8,9,10 – отсутствие мутации (АА), 10 ДНК-маркер 

GeneRulетм–маркер молекулярного веса (Thermo Scientific, США). Б) идентификация ОНП 

rs2583988: 1,4,7,8 – гетерозиготное (CT) носительство; 3,6 – гомозиготное носительство (ТТ); 

2, 5, 9, 10– отсутствие мутации (СС); В) идентификация ОНП rs356168: 1,2,3,4,7,8 – 

гетерозиготное (AG) носительство; 5, 10 – гомозиготное носительство (GG); 6,9 – отсутствие 

мутации (АА). 

 

Идентификация полиморфного варианта rs2583988 проводилась аналогичным 

образом, за исключением температуры отжига в цикле ПЦР. Длина ПЦР-продукта составила 

87 нуклеотидов. Полученный ПЦР-продукт инкубировали при +37˚С в течение суток в 

присутствии 0,5 ед. эндонуклеазы Csp6 I и соответствующего 1хбуфера Tango производства 

«Fermentas» (таблица3). После электрофоретического разделения продуктов рестрикции в 

http://phct.ru/usa/
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8% ПААГ и окрашивания полученного геля бромистым этидием, результаты 

визуализировали УФ. Размер фрагментов ДНК в случае аллеля G87 и 39 нуклеотидных пар 

(рис.9). 

 Для ПЦР и рестрикционного анализа полиморфного варианта rs356168 амлификация 

и рестрикция проводилась при аналогичных условиях, как и для rs2583988. Размеры 

фрагментов ДНК в случае аллеля А составили 25 и 78 нуклеотидных пар (рис.9). 

2.4. Выделение однородной  фракции CD45+ клеток из периферической крови человека. 

Для оценки уровня белка был создан банк CD45+ клеток пациентов с БП и лиц 

контрольной группы. CD45+ клетки  выделялись  из 10 мл периферической крови, которую  

смешивали 1:1 с  PBS (натрий-фосфатный буфер) и после наслаивания на раствор фиколла 

(Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare) центрифугировали при 400g в течение 40 мин в градиенте 

его  плотности с  последующим отбором среднего слоя целевых клеток при помощи пипетки. 

Собранные клетки необходимо было промыть фосфатно-солевым буфером с последующим 

центрифугированием при 300 g в течение 10 мин. С целью очистки лимфоцитарной фракции 

от других клеток крови проводилась магнитная сеперация лимфоцитарной смеси с 

использованием магнитного ручного сепаратора MACS (MiltenyiBiotec, США), который 

обеспечивает специфическое связывание  клеток с микрочастицами в течение 15 минут при 

температуре  +4°С. Для этого количество лимфоцитарных клеток доводилось до 30 мл с 

последующим центрифугированием при 300 g в течение 10 мин., отбором супернатанта, 

ресуспендированием клеточного осадка в 80 мкл соответствующего буфера и смешиванием с 

магнитными микрочастицами (бусами), позволяющими проводить селективный отбор 

CD45+ клеток.  Далее в смесь добавлялся 1 мл буфера и проводилось центрифугирование 

при 300 g в течение 10 мин. После чего супернатант отбирался полностью и полученный 

осадок ресуспендировался в 500 мкл буфера. После этого осуществлялось  пропускание 

клеток через установленные в магнитный держатель колонки miniMACS типаMS 

(MiltenyiBiotec, США) с последующими 3-мя отмывками буфером. Далее колонка 

извлекалась из магнитного держателя, в неё добавлялся 1 мл буфера и клетки поршнем 

принудительно смывались с магнитного носителя колонки в новую пробирку. Полученная 

клеточная смесь центрифугировалась при 300g в течение 5 минут, и после забора 

супернатанта клеточный осадок замораживался на -80° С. 
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2.5. Лизис однородной фракции CD45+ клеток 

Для измерения  уровня белка необходимо было лизировать однородную фракцию 

CD45+-клеток при помощи буфера для вскрытия, имеющего следующий состав:  

0,1% NP-40 

250 mM сахароза 

50 mMTris-HCl (pH=7,5) 

25 mMNaCL 

2 mMЭДТА –NaOH (pH=8.0) 

 CD45+ клетки инкубировали при +4С° в течении 30 минут в присутствии 60 мкл 

буфера для вскрытия, что позволило разрушить мембраны лейкоцитов. Затем полученную 

смесь необходимо было центрифугировать при той же температуре в течение 10 минут на 14 

тыс/об и перенести супернатант, содержащий белок, в новый эппендорф.  

 

2.6. Измерение концентрации общего белка в лизатахCD45- клеток 

 

 Измерение концентрации общего белка проводилось при помощи коммерческого 

набора Pierce BCA Protein Assay kit (ThermoScientific, США), в основе которого лежит 

биуретовая реакция и действие бицинхониновой кислоты (БХК). В этом методе происходит 

хорошо изученное восстановление Cu+2 до Cu+1 при взаимодействии катиона с белком в 

щелочной среде, после чего осуществляется высокочувствительное и селективное 

колориметрические обнаружение медного катиона (Cu+1), при использовании уникального 

реактива, содержащего BCA. Фиолетовый продукт реакции образуется в результате 

хелирования двух молекул BCA с одним медным ионом. Этот водорастворимый комплекс 

проявляет спектральную поглощательную способность при облучении световой волной в 562 

нм. Спектральная способность имеет линейную зависимость с увеличением концентрации 

белка в рабочем диапазоне от 0 мкг/мл до 250 мкг/мл.  

 Компоненты набора 

BCAReagentA( 500 мл): 

содержит карбонат натрия, бикарбонат натрия, БХК и тартрат натрия в 0,1М 

гидроксиде натрия. 

BCAReagentB (25 мл): 

содержит 4%-ый сульфат меди. 

Ампулы, содержащие раствор бычьего сывороточного альбумина (БСА): 
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каждая ампула содержит БСА (2,0 мг/мл) в 0,9% растворе хлорида натрия и 0,05% 

азида натрия 

 

Подготовка стандартов 

При подготовке стандартов, используемых для построения стандартной кривой, 

необходимо было развести содержимое ампулы с БСА в 5-тиэппендорфах, используя в 

качестве растворителя деионизованную воду. В первую пробирку («А»), которая должна 

содержать 250 мг/мл БСА, добавлялось 700 мкл растворителя и 100 мкл «стока». В 

оставшиеся пять эппендорфооф необходимо было последовательно перенести разбавленный 

БСА из предыдущего эппендорфа, ориентируясь на таблицу 4. 

 

Таблица 4.Подготовка образцов 

Эппендорф Объем 

растворителя, 

мкл 

Объем и источник 

БСА, мкл 

Конечная концентрация БСА в 

растворе, мкг/мл 

A 700 100 из «стока» 250 

B 400 400 из «А» 125 

C 450 300 из «B» 50 

D 400 400 из «С» 25 

E 400 100 из «D» 5 

F 400 0 0 = «бланк» 

 

Подготовка рабочего буфера (WR-буфер) 

Для приготовления WR-буфера необходимо было смешать для каждого исследуемого 

образца, включая стандарты,  BCAReagentA с BCAReagentB в соотношении 50:1. 

Полученный раствор должен был приобрести зеленый цвет. 

 

 Оценка концентрации общего белка 

К 0.1 мл разведенного в 50 раз образца необходимо было добавить 2.0 мл WR-буфер, 

содержащий БХК и катионы меди, с последующим инкубированием в течение 30 минут при 

60°C в водяной бане на шейкере TT-100 Thermo-Shaker (BioSAN, Латвия). На данном этапе 

осуществлялась биуретовая реакция и  связывание двух молекул бицинхониновой кислоты с 

катионом меди Cu+1. После икубирования все последующие действия осуществлялись в 

течение 10 минут. 
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Для оценки концентрации общего белка в клеточных лизатах, из каждой пробирки 

забиралось по 100 мкл полученного в результате инкубирования раствора и переносилось в 

96-ти луночный планшет, в том числе и образцы стандартов. Планшет облучали световой 

волной в 562  нм на спектрофотометре xMark Microplate Spectrophotometer Bio-RAD для 

построения стандартной кривой, демонстрирующей зависимость оптической плотности 

стандартов от концентрации связанной с Cu+1 БХК (рис. 10). После этого на основе 

стандартной кривой  происходила оценка концентрации общего белка в образцах клеточных 

лизатов с использованием прилагаемого программного обеспечения.  

 

Рис. 10.Стандартная кривая для измерения общего белка в клеточных лизатах 

 

2.7. Оценка уровня белка альфа-синуклеина в лизатах CD45+ клеток крови 

ИФА осуществлялся при помощи коммерческого набора Human α-Synuclein ELISA 

Kit, в основе которого лежит твердофазный «сэндвич-метод», позволяющий детектировать и 

измерять уровень альфа-синуклеинав клеточных лизатах. 

 

Компоненты набора: 

-Плашка на 96 лунок 

- Идентифицирующие альфа-синуклеин человека антитела (Hu α-synuclein detection antibody) 

-Стандарты альфа-синуклеина (α-synucleinstandard) 

Экспрессированный в E.coli рекомбинантный   белок альфа-синуклеина 

- Промывочный буфер 25X (Wash Buffer) 

-Буфер для разведении  (Standard Diluent Buffer) 

-Антитела к иммуноглобулинам кролика с пероксидазой хрена 100x (Anti-RabbitIgGHPR) 

-Раствторитель HPR (Diluent HPR) 
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-Стабилизатор хромогена, тетраметилбензидин (Сhromogen Stabilized, Tetramethylbenzidine) 

-Раствор, останавливающий реакцию  (Stop Solution) 

Все компоненты перед использованием необходимо было прогреть при комнатной 

температуре. 

 

Подготовка 1Х Wash Buffer:  

 

Для приготовления 1X Wash Buffer необходимо было после прогревания при 

комнатной температуре и перемешивания разбавить 16 мл  25 X Wash Buffer  в 384 мл 

дистиллированной воды. 

 

Подготовка стандартов 

 

1) в каждый из семи подготовленных эппендорфов добавляли по 250 мкл Standard Diluent 

Buffer; 

2) в первый эппендорф добавляли 250 мкл рекомбинантного белка альфа-синуклеина (α-

synuclein standard); 

3) в оставшиеся шесть эппендорфов перенесли  последовательно по 250 мкл разбавленного 

рекомбинантного белка из предыдущего эппендорфа. После данного шага должны были 

получится 7 эппендорфов, содержащих стандарт в концентрациях: 15 нг/мкл, 7.5 нг/мкл, 3.75 

нг/мкл, 1.88 нг/мкл, 0.94 нг/мкл,  0.47нг/мкл , 0.23нг/мкл, 0 нг/мкл . 

 

Подготовка 1ХAnti-RabbitIgGHPR 

После прогревания соответствующих компонентов при комнатной температуре 

необходимо было  разбавить 10 мкл 100Х Anti-Rabbit Ig GHPR в 1мл Diluent HPR. 

 

Подготовка образцов  

 В эксперименте были использованы образцы клеточных лизатов, где концентрация 

общего белка была выровнена по 6 мкг в образце. 

 Во избежание матрикс-эффектов, необходимо каждый образец был растворен в 

Standard Diluent Buffer в соотношении 1:5 

 

Процедура ИФА 

1.На первом этапе происходит связывание антигена (альфа-синуклеина подготовленных 

образцов) с иммобилизированным антителом (capture antibody), пришитым ко дну каждой 

лунки планшета, в результате чего образуется «особый антиген». 
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 Для этого необходимо было добавить в каждую лунку, исключая лунки для 

бланкирования,  50мкл Standard Diluent Buffer, после чего добавить по 50 мкл в 

соответствующие лунки образцы и стандарты. 

2. На втором этапе происходит связывание антигена с идентифицирующими антителами 

(detector antibody) с образованием иммуноферментного комплекса (ИК). 

 После первого шага необходимо было добавить в каждую лунку, исключая лунки 

бланкирования, 50мкл Hu α-synuclein detection antibody, после чего проводилось 

инкубирование в течение 3 часов при комнатной температуре закрытой пленкой плашки. 

3. На третьем этапе происходит связывание конъюгата, меченного пероксидазой хрена (Anti-

Rabbit IgGHPR) с ИК.  

 По окончании второго этапа, после инкубации,  необходимо было произвести 

четырехкратное промывание плашки 1Х Промывающим буфером (1Х Wash Buffer). После 

этого в каждую лунку, исключая лунки бланкирования, добавлялось по 100 мкл 1ХAnti-

Rabbit IgGHPR, затем проводилось инкубирование плашки, накрытой защитной пленкой, при 

комнатной температуре в течение 30 минут. 

4. Четвертый этап заключается в добавлении к образовавшему иммуноферментному 

«сэндвичу» хромогена, при помощи которого происходит окрашивание вещества в лунке. 

 После тридцатиминутного инкубирования на 3 этапе, необходимо было промыть 4 

раза плашку при помощи 1Х Wash Buffer, а затем добавить 100 мкл в каждую лунку 

Сhromogen Stabilized, в результате чего раствор должен был приобрести синий оттенок. 

Полученный раствор инкубировался в течение 30 минут в отсутствии света. 

5. Пятый этап заключается в остановке реакции в лунках планшета, выполнение которого 

достигается при добавлении 100 мкл Stop Solution и аккуратного перемешивания, при этом 

раствор приобретал желтый оттенок. 

 После этого в течение 2 часов происходило считывание и оценка результатов с 

плашки при помощи многоканального спектрофотометра xMark Microplate Spectrophotometer 

Bio-RAD на длине волны 450 нм. Для этого необходимо было построить стандартную 

кривую, демонстрирующей зависимость оптической плотности стандартов от концентрации 

общего альфа-синуклеина (рис.11). 
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Рис. 11. Стандартная кривая для измерения общего альфа-синуклеина в клеточных лизатах. 

После этого на основе стандартной кривой  происходила оценка концентрации общего 

альфа-синуклеина в образцах клеточных лизатов с использованием прилагаемого 

программного обеспечения.  

2.8. Статистическая обработка данных 

Для проверки независимости распределения аллелей изучаемых полиморфизмов в 

популяции был проведен тест на соответствие закону Харди-Вайнберга с использованием 

критерия c2 при помощи авторского калькулятора Michael H. Court (2005-2008) с 

использованием критерия c2 по формуле: 

c2 = (N1N3 – 1/4N2 
2) 2 N/(n1

2 n2
2),                                                           

где N1, N2, N3 –численность генотипов ХХ, Хх и хх, 

N– общий объем выборки, 

n1 и n2 – число аллелей исследуемых генов в выборке. 

Отношение шансов (OR) рассчитывалось по формуле:  

OR=a/b×d/c 

где a - количество больных имеющих мутантный аллель, b - количество больных не 

имеющих мутантный аллель, c и d – количество человек контрольной группы, имеющих и не 

имеющих мутантный аллель. Расчет проводился с 95%-ым доверительным интервалом. 

Границы доверительного интервала вычислялся по формулам:  

ORmin= OR(1-1.96/√χ2)иORmax= OR(1+1.96/√χ2),гдеχ2=((a×d-b×c)-0.5n)2×(n-1)/(n0×n1×m0×m1), n1=a+b; 

n0=c+d; m1=a+c; m0=b+d;n=n1+n0+m1+m0. 

Анализ неравновесного сцепления проводился с использованием программного 

обеспечения Haploview(http://www.broadinstitute.org/scientific-

community/science/programs/medical-and-populationgenetics/haploview/haploview).  

Соответствие полученных данных нормальному распределению проверялось 

одновыборочным критерием Шапиро-Уилка. Сравнение полученных значений между 

http://www/


32 
 

отдельными группами предполагало использование непараметрического критерия Крускала-

Уоллеса для К-независимых выборок. В случае обнаружения значимых различий 

проводилось последующее попарное сравнение вариационных рядов исследуемых групп с 

использованием непараметрического критерия Манна-Уитни для двух независимых 

выборок. Статистический анализ был проведен с использованием программы 

SPSS22.0.Значения p<0.05 считались статистически значимыми. Значения медиан по тексту 

представлены в виде «медиана (мин, макс)». 
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Глава 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1 Скрининг вариантов rs2619364 (A/G), rs2583988 (C/T) и rs356168 (A/G)гена SNCA в 

группе пациентов с БП и в контрольной группе 

В данной работе была проведена оценка частот генотипов rs2619364 (A/G), rs2583988 

(C/T) и rs356168 (A/G) гена SNCA среди пациентов с БП и лиц контрольной группы в Северо-

Западном регионе России. Выбор полиморфных вариантов был основан на результатах мета-

анализа зарубежных GWAS, согласно которым была выявлена их высоко значимая 

ассоциация c БП.  

Распределение генотипов в исследуемых выборках соответствовало равновесию 

Харди-Вайнберга (р>0,05). В настоящем исследовании выявлены различия в частоте 

встречаемости аллеля G для ОНП rs2619364 (A/G) и rs356168 (A/G) в группе пациентов с БП 

по сравнению с контролем (р = 0,032 и р = 0,0004 соответственно). Обнаружено увеличение 

риска развития БП в 1,36 раз в случае носительства аллеля G rs2619364 (генотипы AG + GG) 

гена SNCA, а также повышение риска развития БП в случае носительства генотипа GG для 

rs356168 гена SNCA в 1,77 раз. При оценке частоты встречаемости варианта rs2583988 гена 

SNCA статистически значимых различий при сравнении группы пациентов с БП и контроля 

обнаружено не было. Результаты скрининга вариантов rs2619364, rs2583988 и rs356168 гена 

SNCA в группе пациентов с БП и в контрольной группе представлены в таблице 5. 

 

Таблица 5. Частоты генотипов rs2619364, rs2583988 и rs356168 гена SNCA в группе 

пациентов с болезнью Паркинсона и в контрольной группе 

 

ОНП Генотип Пациенты, n 

(%) 

Контрольн

ая группа, 

n 

OR (95%CI) p-Value 

rs356168 Total 466 334 (GG vs. AG + AA)=1,77 0,0004 

 AA 81 (17,4) 69 (20,6) [95%CI:1,29-2,44]  

 AG 227 (48,7) 190 (56,9)   

 GG 158 (33,9) 75 (22,5) (GG+AG vs. AA) =1,24 0,242 

 A allele 389 (41,7) 328 (49,1) [95%CI:0,87-1,77]  

 G allele 543 (58,3) 340 (50,9)   
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rs2619364 Total 472 353 (GG vs. AG + AA)=1,29 0,411 

 AA 244 (51,7) 209 (59,2) [95%CI:0,70-2,39]  

 AG 199 (42,2) 127 (36,0)   

 GG 29 (6,1) 17 (4,8) (GG+AG vs. AA) =1,36 0,032 

 A allele 687 (72,7) 545 (77,2) [95%CI:1,03-1,79]  

 G allele 257 (27,3) 161 (22,8)   

rs2583988 Total 445 351 (TT vs. CT + CC)=1,27 0,453 

 CC 254 (57,1) 212 (60,4) [95%CI:0,68-2,37]  

 CT 164 (36,9) 122 (34,7)   

 TT 27 (6,0) 17 (4,9) (TT+CT vs. CC) =1,15 0,345 

 C allele 672 (75,5) 546 (77,8) [95%CI:0,86-1,52]  

 

Примечание: OR – отношение шансов,  CI - доверительный интервал 

 

Следует отметить, что оценка частот генотипов указанных выше вариантов 

проводилась также и в других популяциях. Так, продемонстрированное нами увеличение 

риска развития БП при носительстве аллеля G в 1.36 раз для rs2619364 гена SNCA для 

жителей Северо-Западного региона России согласуются с подобными результатами 

исследований на ирландской, американской и мексиканской популяциях [46,47,48]. В тоже 

время, показано повышение риска развития БП при носительстве аллеля G данного ОНП 

гена SNCA в центрально-европейской популяции в 4 раза [49]. 

При оценке частот генотипов ОНП rs2583988 гена SNCA нами не было выявлено 

статистически значимых различий при сравнении группы пациентов с БП и контроля, что 

согласуется с результатами зарубежных исследований, проведенных на ирландской и 

американской популяциях [46, 47]. Исследование центрально-европейской популяции также 

не показало высокого уровня ассоциации данного ОНП с БП [50]. 

Подобные результаты как для rs2619364, так и rs2583988 гена SNCA были получены 

ранее и для Российской популяции, но на более малочисленных выборках [61]. 

Продемонстрированная ассоциация ОНП rs2619364, расположенного в промоторной 

области гена SNCA, с риском развития БП может объясняться его сцеплением с 

полиморфными вариантами 3’-нетранслируемой области гена SNCA, для которых показана 

ассоциация с риском развития БП. Ранее неравновесное сцепление между ОНП промоторной 
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и 3’-нетранслируемой областями была показана при проведении ассоциативного анализа на 

немецкой и итальянской популяциях [51]. 

Интересно отметить, что было показано высокое неравновесное сцепление 

полиморфных вариантов rs2619364, rs2583988 и Rep-1 гена SNCA [51], для которого также 

продемонстрирован высокий уровень ассоциации с риском развития БП [52]. 

В данном исследовании нами впервые в Российской популяции было показано 

увеличение риска развития БП в 1.73 раза при носительстве генотипа G для ОНП rs356168 

гена SNCA. Франком Солднером и коллегами было показаны аналогичные результаты [53]. 

При этом к настоящему моменту данный полиморфный вариант остается малоизученным. 

Более того, на итальянской и немецкой популяции показано существование неравновесного 

сцепления между рядом ОНП 3’-, 5’-нетранслируемыми регионами и 4-ым интроном, в 

котором расположен rs356168 [51]. 

В ходе нашего исследования также была проведена оценка неравновесного сцепления 

изученных ОНП. В результате было обнаружено высокое неравновесное сцепление для 

rs2583988 (C/T) и rs2619364 (A/G) (N = 827, D’ = 0,785; r2 = 0,553; LOD =115,51) (рис. 12).  

 

Рис. 12. Структура неравновесия по сцеплению в гене SNCA по анализируемым ОНП. 

Цифрами показаны значения r2. 

3.2. Оценка уровня белка альфа-синуклеина в CD45+ клетках крови 

В ходе работы был оценен уровень альфа-синуклеина в CD45+ клетках 

периферической крови пациентов с БП (n=71, 28 мужчин, средний возраст 64,6 ± 8,3 лет, 

средний возраст начала заболевания 60,8 ± 8,1) и лиц контрольной группы (n=76, 35 мужчин, 

средний возраст 61,9 ± 8,0 лет). 

Нами впервые было обнаружено, что уровень альфа-синуклеина в CD45+ клетках 

группы пациентов с БП выше, чем в контроле (5,79 нг/мл (0,52 – 36,80), 4,46 нг/мл (0,53 – 

27,36) соответственно) (р=0,03) (рис. 13).  
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Рис. 13. Уровень альфа-синуклеина в CD45+ клетках периферической крови пациентов с БП 

и лиц контрольной группы 

 

Ранее рядом исследователей предполагалось, что уровень альфа-синуклеина в 

биологичесих жидкостях организма человека может служить маркером развития БП. На 

данный момент опубликован целый ряд работ по оценке уровня альфа-синуклеина в 

различных биологических жидкостях организма человека, таких как слюна, СМЖ, плазма 

крови и других. Однако их результаты носят противоречивый характер.  

К настоящему времени опубликовано всего четыре работы, посвященные оценке 

уровня альфа-синуклеина в лимфоцитах периферической крови. Так в исследовании Ким с 

соавторами было показано увеличение уровня альфа-синуклеина лимфоцитов 

периферической крови у пациентов с БП по сравнению с контрольной группой, после чего 

уровень данного белка в лимфоцитарной фракции стали рассматривать как предполагаемый 

маркер развития БП [54]. Однако позднее в ряде исследовании было показано отсутствие 

различий в уровне альфа-синуклеина у пациентов с БП по сравнению с контрольной группой 

[55, 56, 57]. 

При оценке уровня альфа-синуклеина в слюне в работе Аль-Нимер с коллегами было 

отмечено существенное понижение уровня альфа-синуклеина у пациентов с БП [54], однако 

в двух других показано отсутствие значимых различий в уровне альфа-синуклеина слюны 

между пациентами с БП и лиц группы контроля [59, 62]. 

 Помимо лимфоцитов периферической крови подобные исследования также были 

проведены и c использованием плазмы. Так в одном исследовании было показано снижение 
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уровня общего альфа-синуклеина в плазме крови у пациентов с БП [31], в то время как в 

другом были опубликованы противоположные данные [30]. 

 Другим объектом исследования уровня альфа-синуклеина является СМЖ. Ранее 

Вестерлендом и коллегами было показано снижение уровня данного белка при БП по 

сравнению с контролем [36]. В тоже время в другом исследовании было 

продемонстрировано отсутствие значимых различий в уровне альфа-синуклеина у пациентов 

с БП по сравнению с контрольной группой [37]. 

Следует отметить, что в большинстве работ по оценке уровня синуклеина не 

учитывался фактор контаминации образцов альфа-синуклеином эритроцитов. Так при 

выделении лимфоцитов методом центрифугирования в градиенте плотности фиколла, в 

лимфоцитарной фракции присутствует примесь эритроцитов, которая составляет 5%±2% 

[62], а также при проведении пункции и заборе СМЖ в образцы может попадать кровь. При 

этом ранее показано, что наибольшее содержание альфа-синуклеина в периферической крови 

приходится на эритроциты [63]. Поэтому гемолиз эритроцитов, присутствующих в целевых 

образцах выделенных лимфоцитов, может существенно искажать результаты при оценке 

уровня альфа-синуклеина, что обуславливает противоречивость результатов зарубежных 

исследований. 

Отличительной особенностью данной работы было использование однородной 

фракции CD45+-клеток, что позволило исключить контаминацию эритроцитами и влияние 

их гемолиза,  благодаря применению метода магнитной сепарации.  

Таким образом, в силу всего вышесказанного, можно предположить, что уровень 

альфа-синуклеина CD45+ крови может являться маркером развития БП. 

 

3.3. Оценка влияния полиморфных вариантов гена SNCA на уровень белка альфа-

синуклеина в CD45+ клетках крови 

В ходе работы была впервые проведена оценка влияния полиморфных вариантов гена 

SNCA на уровень белка альфа-синуклеина в CD45+ клетках крови пациентов с БП и 

контроля. Используемые при этом для исследования группы не отличались от тех, для 

которых был определен уровень общего альфа-синуклеина.  

При оценке влияния аллельных вариантов rs2583988, rs2619364 гена SNCA на уровень 

белка альфа-синуклеина в CD45+ клетках статистически значимых различий не выявлено. 

Нами впервые было обнаружено увеличение уровня альфа-синуклеина в группе 

пациентов с БП при носительстве аллеля G для ОНП rs356168 при сравнении пациентов с БП 

и контроля (3,91 (0,52 – 14,46; 2,67 (0,53 – 12,21) соответственно (р=0,02) (рис. 14). 
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Рис. 14. Уровень белка альфа-синуклеина в CD45+ клетках периферической крови у 

носителей аллеля G (генотипы GG+AG) (rs356168) в группе пациентов с БП и контроле. 

 

Недавно в экспериментах in vitro на нейрональной культуре клеток, полученной с 

использованием индуцированных плюрипотентных стволовых клеток, было показано, что 

наличие аллеля G данного ОНП приводит к повышению экспрессии гена SNCA [53]. Этот 

факт объясняется тем, что ОНП rs356168 гена SNCA находится в энхансерной области 4-го 

интрона данного гена, и наличие аллеля G данного ОНП влияет на связывание 

транскрипционных факторов, участвующих в регуляции экспрессии данного гена [53]. Таким 

образом, наши данные о повышении уровня альфа-синуклеина в группе пациентов по 

сравнению с контролем исключительно при наличии аллеля G rs356168 (отличий в случае 

генотипа АА выявлено не было) дает основание предположить, что носители данного аллеля 

имеют повышенный риск развития БП вследствие повышения уровня альфа-синуклена при 

сочетании данного генетического фактора с другими факторами риска развития заболевания.  
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Выводы 

 

1.Генотип GG ОНП rs3561688 и аллель G rs2619364 гена SNCA ассоциированы с 

увеличением риска развития болезни Паркинсона в Северо-Западном регионе России. 

2.Повышение уровня общего альфа-синуклеина в CD45+клетках периферической крови 

может рассматриваться в качестве маркера болезни Паркинсона. 

3. Для носителей аллеля G (rs356168) гена SNCA характерен повышенный уровень белка 

альфа-синуклеина в CD45+ -клетках пациентов с болезнью Паркинсона по сравнению с 

контролем.  
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