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Болезнь Паркинсона (БП) – второе по распро�
страненности нейродегенративное заболевание по�
сле болезни Альцгеймера (БА). Она обусловлена де�
генерацией и гибелью дофаминергических нейронов
компактной части черной субстанции головного
мозга. У большинства больных заболевание носит
спорадический характер, и только в 10–15% случаев
оно может наследоваться по моногенному аутосом�
ному типу. К настоящему времени найдено семь ге�
нов, определяющих моногенные формы болезни
Паркинсона (PARK2, SNCA, PINK1, LRRK2, DJ�1,
UCH�L1, ATP13A2), а также целый ряд генов, кото�

рые так или иначе могут участвовать в патогенезе
БП [1]. Считают, что у большинства пациентов при�
чина заболевания обусловлена взаимодействием
факторов окружающей среды и генетической кон�
ституции организма. 

Первые клинические симптомы заболевания
появляются после гибели 60–80% дофаминергиче�
ских нейронов компактной части черной субстан�
ции [2, 3]. Однако с момента начала заболевания и
до появления первых симптомов проходит около
5 лет [4], поэтому в настоящее время активно ведут�
ся поиски биомаркеров доклинических стадий бо�
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Болезнь Паркинсона (БП) – второе по распространенности прогрессирующее нейродегенеративное за/
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патологии. Мы исследовали экспрессию гена киназы гликогенсинтазы/3/бета (GSK3B) в перифериче/
ской крови больныхи в разных группах сравнения с использованием реакции обратной транскрипции и
полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени. Сделан вывод о том, что уровни экспрессии
гена GSK3B не могут служить биомаркером ранних стадий БП. 
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лезни. Наиболее перспективным направлением
считается изучение изменений экспрессии генов�
кандидатов в периферической крови.

Ранее показано, что некоторые гены моноген�
ных форм болезни Паркинсона транскрибируются
в клетках крови [5, 6]. Исследования тромбоцитов
[7] или лимфоцитов [8, 9] пациентов со спорадиче�
ской формой заболевания показали лишь незначи�
тельные аномалии синтеза и медиаторной функции
дофамина и функционирования митохондрий.
При исследовании транскриптома в перифериче�
ской крови пациентов на ранних стадиях БП уста�
новлено, что изменяется экспрессия 22 различ�
ных генов [10]. 

Совсем недавно показано, что количество кина�
зы гликогенсинтазы�3�бета (Glycogen synthase ki�
nase 3 beta, GSK3b) в крови пациентов с болезнью
Паркинсона изменяется [11]. GSK�3b – это много�
функциональная серин/треониновая протеинки�
наза (КФ 2.7.11.26), участвующая в регуляторных
процессах при диабете, раке, нейродегенеративных
заболеваниях и воспалении [12]. Этот фермент во�
влечен в регуляцию транспорта в аксонах [13, 14],
который нарушается при моделировании БА у мы�
шей и на ранних стадиях этого заболевания у людей
[15, 16]. Известно, что фосфорилирование GSK�3b
регулирует некоторые внутриклеточные пути [17–
18], связанные с выживанием нейронов [19]. 

Нарушение регуляции киназы GSK�3b наблю�
дается при различных нейродегенеративных забо�
леваниях [20–22], включая болезнь Пика, прогрес�
сирующий супрануклеарный паралич, кортикоба�
зальную дегенерацию [20] и болезнь Хантингтона
[23]. Не исключали, что эти изменения могут играть
центральную роль и в патогенезе БА и БП.

Нарушение фосфорилирования специфичных
белков, таких как тау�белок и α�синуклеин, кото�
рое является следствием нарушения экспрессии ге�
на киназы GSK�3b и/или ее активности, может спо�
собствовать образованию токсичных агрегатов, на�
блюдаемых в мозге при БА и БП [24].
Фосфорилированная форма GSK�3b обнаружена на
периферии телец Леви в мозге больных БП [25].
GSK�3�зависимый апоптоз нейронов наблюдается
также при моделировании БП у животных [26], что
указывает на вероятное участие этой киназы в разви�
тии болезни [11]. 

Известно, что ген GSK3B экспрессируется в
клетках периферической крови человека [11, 27]. В
связи с этим, в настоящей работе мы исследовали
экспрессию этого гена в периферической крови па�
циентов с БП и в двух группах сравнения (пациен�
тов с церебральным атеросклерозом и здоровых
добровольцев). 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Мы исследовали две группы пациентов с БП, 15
из них не получали лечения, а 34 – получали адек�
ватное лечение. Все больные – русские по проис�
хождению; для постановки диагноза их исследова�
ли по международной унифицированной оценоч�
ной шкале БП (Unified Parkinson’s Disease Rating
Scale, UPDRS) и шкале Хен�Яра (Hoehn and Yahr
scores) в Научном центре неврологии Российской
академии медицинских наук группой неврологов
под руководством С.Н. Иллариошкина [28]. Все па�
циенты находились на ранней стадии заболевания
(1�ая и 2�ая стадии по шкале Хен�Яра). Средний
возраст пациентов – 47.8 ± 13.3 лет (среднее ± стан�
дартное отклонение), в диапазоне 29–75 лет. Соот�
ношение полов – 1 : 1 во всех группах пациентов. В
группах сравнения исследовано 56 неврологически
здоровых добровольцев и 59 больных с церебраль�
ным атеросклерозом (ЦА, I67.2 согласно МКБ�10).
Все больные и здоровые добровольцы из групп
сравнения (также русские по происхождению) от�
носились к той же возрастной категории, что и па�
циенты с БП. Все участники исследования дали ин�
формированное согласие на участие в проекте. Дан�
ное исследование одобрено этическим комитетом
Научного центра неврологии РАМН.

Образцы крови забирали в 8 ч утра натощак, за�
тем хранили при +4°C не более 2 ч перед выделени�
ем РНК. Тотальную РНК выделяли из перифериче�
ской крови с помощью набора QIAamp RNA Blood
Mini Kit (“Qiagen”, Germany). Количество РНК
определяли спектрофотометрически с применени�
ем набора Quant�iT RNA BR Assay Kit для использо�
вания с флуориметром Qubit (“Invitrogen”, USA).
Одноцепочечную кДНК синтезировали трижды,
используя набор RevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (“Fermentas”, Lithuania) и 50 нг
тотальной РНК. 

Относительный уровень экспрессии гена опре�
деляли при помощи ПЦР в реальном времени, ос�
нованной на технологии TaqMan. Транскрипты ге�
нов POLR2F и PSMB6 амплифицировали совместно
с транскриптом гена GSK3B в качестве генов срав�
нения для нормализации данных по экспрессии
этого гена. Праймеры и зонды разрабатывали с по�
мощью программного обеспечения Beacon Designer
7.02. В работе использовали последовательности,
представленные в таблице.

ПЦР проводили с использованием прибора
АНК�32 (Институт аналитического приборострое�
ния, Санкт�Петербург) и реактивов для ПЦР (“Син�
тол”, Москва). В состав смеси для ПЦР входили:
0.2 мкл HotTaq�rescue�полимеразы (5 е.а./мкл); 3 мкл
буферного раствора (×10); 3 мкл смеси dNTP (по
25 нмоль/мкл); 1.5 мкл MgCl2 (25 нмоль/мкл); 1 мкл
раствора праймеров (10 пмоль/мкл); 1 мкл раствора
зондов (2.5 пмоль/мкл); 5 мкл раствора кДНК
(0.02 нг/мкл); до 30 мкл доводили дважды деиони�
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зованной водой. Условия амплификации: 10 мин
при 94°C, затем 45 циклов по 50 с при 94°C и 20 с
при 60°C. Опыты с каждой кДНК повторяли трое�
кратно. Значения пороговых уровней амплифика�
ции (Cp – Crossing point) определяли при помощи
метода максимума второй производной, являюще�
гося частью программного обеспечения “АНК 32
для Windows версия 1.1”.

Относительные количества транскриптов гена
GSK3B в различных группах пациентов рассчитыва�
ли по формуле R = 2�ΔΔCp согласно методу сравнения
Cp [29]. Данные анализировали с помощью непара�
метрического теста Манна–Уитни U, все вычисле�
ния выполнены с применением программного
обеспечения Statistica v8.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализировали относительную экспрессию гена
GSK3B в трех группах пациентов и контрольной
группе здоровых добровольцев. В качестве внутрен�
них генов сравнения мы использовали гены
POLR2F, кодирующий полипептид F второй субъ�
единицы РНК�полимеразы, и PSMB6, кодирую�
щий Y�субъединицу протеасомы, так как они явля�
ются так называемыми генами “домашнего хозяй�
ства” и для них характерен стабильный уровень
экспрессии во многих тканях организма [30]. Каж�
дый образец крови анализировали в трех независи�
мых повторах для коррекции разницы в эффектив�
ности реакции обратной транскрипции. 

Результаты исследования относительной экс�
прессии гена GSK3b представлены на рисунке. Вид�
но, что в крови пациентов с БП как получавших, так
и не получавших лечение, практически не наблюда�
ется изменения количества транскриптов гена
GSK3b (медианы 1.03 и 0.91 соответственно) по
сравнению с группой здоровых добровольцев. 

В то же время, в крови больных с церебральным
атеросклерозом обнаружено значительное умень�
шение относительной экспрессии гена GSK3b (рису�
нок). При этом наблюдается уменьшение уровня
мРНК гена GSK3b в три раза. Все результаты являют�
ся статистически значимыми (0.33, p < 0.001).

Праймеры и зонды, используемые в работе

Название Последовательность

GSK3b�probe 5'�ROX�CCGGAAACAGTATACAGAGTTGCCAGACAC�RTQ�2

GSK3b�f 5'�GTCTATCTTAATCTGGTGCTGGAC

GSK3b�r 5'�AGCTGATACATATACAACTTGACATAAATC

PolR2F�probe 5'�FAM�CTTCATCCTCCTCCACATCATCAAAGTCGTCG�RTQ�1

PolR2F�f 5'�ATGTCAGACAACGAGGACAATTTTG

PolR2F�r 5'�TCTTCGGCATTCTCCAAGTCATC

PSMB6�probe 5'�FAM�AGCCGAGAAGTTTCCACTGGGACCACTATC�RTQ�1

PSMB6�f 5'�CGGAGGCGTTCACTCCAG

PSMB6�r 5'�TCGATTGGCGATGTAGGACC

2.2

2.0

1.8

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
ЦА БП(не леч) БП(леч)

Медиана

25–75%

R

Относительные уровни экспрессии гена GSK3b в
группах с болезнью Паркинсона (БП) и церебраль�
ным атеросклерозом (ЦА) по сравнению с контроль�
ной группой. БП(не леч) – пациенты, не получавшие
лечения; БП(леч) – пациенты, получавшие лечение.
R – относительный уровень экспрессии гена GSK3b.
За единицу принят уровень экспрессии гена GSK3b в
группе неврологически здоровых добровольцев. 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время большинство современных
методов диагностики БП на ранних стадиях, осо�
бенно на доклинической, не дают возможности од�
нозначно поставить диагноз. Наиболее точными и
адекватными методами выявления пресимптома�
тической стадии БП являются позитронно�эмисси�
онная томография с мечеными радиолигандами и
однофотонная эмиссионная компьютерная томо�
графия [31]. Однако данные методы остаются край�
не дорогими и не могут применяться при массовом
скрининге. Этим обусловлены поиски новых до�
ступных методов диагностики пресимптоматиче�
ских стадий БП, в том числе, биомаркеров в крови,
что позволит выявлять людей, находящихся в груп�
пе риска развития БП. Затем, уже в этой группе,
можно будет проводить более дорогостоящие уточ�
няющие исследования. Одним из таких биомарке�
ров, например, могут быть относительные уровни
мРНК различных генов, связанных с БП, в перифе�
рической крови. Кроме того, изучение изменения
экспрессии кандидатных генов, участвующих в раз�
витии этой болезни, позволит расширить наши
представления об этиопатогенезе заболевания, в том
числе на ранних стадиях, когда процессы дегенера�
ции затронули лишь небольшое число нейронов. 

В данной работе мы исследовали экспрессию ге�
на GSK3b в периферической крови, основываясь на
данных Арментеро (Armentero) и соавт. [11], кото�
рые показали, что количество GSK3b в лимфоцитах
периферической крови у пациентов с БП или БА
увеличивается. Однако нам не удалось обнаружить
никаких изменений в уровне экспрессии гена
GSK3B у наших пациентов с БП. Этот факт мог бы
объясняться тем, что мы исследовали пациентов,
находящихся на более ранних стадиях заболевания,
чем исследованные в упомянутой работе [11]. Боль�
шинство наших пациентов до лечения находилось
на 1�ой и 2�й стадиях заболевания (по шкале Хен�
Яра). Изменения количества белка GSK3b, наблю�
даемые упомянутыми авторами, могут появляться на
более поздних стадиях (2.42 стадия по этой шкале)
[11]. К тому же, ранее показано, что количество обе�
их изоформ GSK3 напрямую коррелирует с прие�
мом препарата L�DOPA в течение дня у пациентов с
БП и при инкубации лимфоцитов с этим же препа�
ратом [11]. Это согласуется с результатами на кры�
сах, больных паркинсонизмом, который индуциро�
ван 6�гидроксидофамином [32]. В связи с эти мы
исследовали также экспрессию гена GSK3B в крови
пациентов с БП как подвергавшихся лечению, так и
не подвергавшихся. Однако и здесь никаких разли�
чий в количествах транскриптов гена GSK3B мы не
обнаружили. С другой стороны, инкубация лимфо�
цитов периферической крови с ингибитором хо�
линэстеразы, бромидом пиридостигмина в разных
концентрациях, не оказывает влияния ни на коли�
чество, ни на фосфорилирование GSK3 [11]. 

Более того, изменения уровней экспрессии гена
GSK3B могут быть связаны с причинами неспеци�
фического характера, так как мы обнаружили
уменьшение экспрессии гена GSK3B у пациентов с
церебральным атеросклерозом. Эти изменения
можно объяснить повреждением и гибелью нейро�
нов вследствие нарушения кровообращения. Выбор
именно этой группы сравнения объясняется тем, что
патогенез церебрального атеросклероза принципи�
ально отличается от патогенеза БП, но затрагивает, в
основном, центральную нервную систему. 

Таким образом, на основании наших данных
можно сделать вывод о том, что уровни экспрессии
гена GSK3B не могут служить биомаркером пре�
симптоматической или ранних стадий БП. При по�
исках маркеров в дальнейшем следует обратить
внимание на уровни экспрессии других генов, во�
влеченных в патогенез этой болезни, как, напри�
мер, генов SNCA, PARK2 и SLC6A3.

Работа получила финансовую поддержку Рос�
сийского фонда фундаментальных исследований
(07�04�01511, 07�04�00027, 09�04�01237), программ
Российской академии наук “Молекулярная и кле�
точная биология”, “Фундаментальная наука меди�
цине”, а также Государственных контрактов
(02.740.11.0084, П419, П1055).
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