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На сегодняшний день не существует нейропротекторных препаратов для лечения распространённого нейродегенеративного 
заболевания болезни Паркинсона (БП). Наиболее перспективной для разработки тагретной терапии считается форма БП, 
ассоциированная с мутациями в гене GBA (GBA-БП), как самая распространенная форма БП с известной этиологией. Мутации 
в гене GBA, кодирующем фермент глюкоцереброзидазу (GCase), приводят к снижению активности данного фермента. Ранее 
было показано, что ингибирование киназной активности LRRK2 ингибитором MLi-2 приводит к увеличению активности GCase. 
В данном исследовании мы впервые показали влияние ингибитора киназной активности LRRK2 MLi-2 не только на активность 
GCase, но и на активность других лизосомных ферментов в первичной культуре макрофагов периферической крови пациентов 
не только с LRRK2-ассоциированной БП (LRRK2-БП), но и с GBA-БП.  
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To date, there are no neuroprotective drugs for the common neurodegenerative disease, Parkinson’s disease (PD). PD associated with 
mutations in the GBA gene (GBA-PD) is the most common form of PD with a known etiology. GBA-PD is considered the most promising 
for the development of therapy for PD. Mutations in the GBA gene encoding the enzyme glucocerebrosidase (GCase) lead to a decrease 
in the activity of this enzyme. Previously, it was shown that inhibition of LRRK2 kinase activity by MLi-2 inhibitor leads to an increase in 
GCase activity. In this study, we showed for the first time the effect of the LRRK2 kinase activity inhibitor MLi-2 not only on the activity 
of GCase, but also on the activity of other lysosomal enzymes in the primary culture of peripheral blood macrophages of patients with 
LRRK2-associated PD (LRRK2-PD) and GBA-PD. 
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Введение 

Болезнь Паркинсона (БП) – нейродегенератив-
ное заболевание, в основе патогенеза которого 
лежат агрегация и накопление белка альфа-си-

нуклеина в черной субстанции головного мозга. БП 
является гетерогенным заболеванием, не смотря на од-
нородные клинические проявления. Известны две наи-
более распространенные наследственные формы БП: 
БП, ассоциированная с мутациями в гене LRRK2 
(LRRK2-БП), и БП, ассоциированная с мутациями в 
гене GBA (GBA-БП). Распространённость LRRK2-БП, 
вызываемой мутациями в гене LRRK2, кодирующем 
фермент богатую лейциновыми повторами киназу  
2 (LRRK2), составляет среди семейных и спорадиче-
ских случаев от 1 от 46% в зависимости от популяции 
[1]. Мутации в гене GBA, приводящие в гомозиготном 
состоянии к развитию самой распространённой лизо-
сомной болезни накопления (ЛБН) болезни Гоше (БГ) 
за счет снижения активности кодируемого геном GBA 
лизосомного фермента β-глюкоцереброзидазы (GCase) 
и, как следствие, – к накоплению лизосфингодипидов 
(глюкозилцелцерамида и глюкоцереброзида), являют-
ся фактором высокого генетического риска БП [2, 3]. 
Молекулярные механизмы GBA-БП и LRRK2-БП 
остаются неизвестными, что обуславливает отсутствие 
на сегодняшний день какой-либо нейропротекторной 
терапии, позволяющей замедлить или остановить ги-
бель нейронов. Терапия, которая разрабатывается для 
лечения GBA-БП, в настоящее время направлена на 
увеличение активности фермента GCase [4]. Для лече-
ния LRRK2-БП разрабатываются препараты, ингиби-
рующие киназную активность фермента LRRK2 [5]. 
Так, например, вещества DNL201 и DNL151, являю-
щиеся ингибитором киназы LRRK2 показали свою эф-
фективность на доклиническом этапе и успешно 
прошли 1 фазу клинических исследований. Интерес-
но отметить, что в одном исследовании, выполненном 
на модели дофаминергических нейронов, дифферен-
цированных из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клетках (ИПСК) человека, показано, что 
ингибирование киназной активности LRRK2 при ге-
терозиготном носительстве мутаций в гене GBA при-

водит к снижению уровня фософрилированного бел-
ка Rab10, который является субстратом LRRK2, и уве-
личению активности GCase [6]. 

Цель настоящего исследования заключалась в оцен-
ке влияния ингибитора киназной активности LRRK2 
MLi-2 на активность лизосомных ферментов в пер-
вичной культуре макрофагов пациентов с GBA-БП, 
пациентов с LRRK2-БП и неврологически здоровых 
индивидуумов.

Методы 

В исследование были включены 2 пациента 
с GBA-БП (1 – L444P/N, 1 –  N370S/N), 2 пациента 
с LRRK2-БП (2 – G2019S/N) и 2 индивидуума кон-
трольной группы. Все индивидуумы, вошедшие в ис-
следование, являлись лицами женского пола сопо-
ставимыми по возрасту. У каждого индивидуума был 
осуществлён забор цельной периферической крови 
с последующим получением мононуклеарной фрак-
ции методом градиентного центрифугирования в гра-
диенте раствора фиколла. Полученные мононукле-
арные клетки от каждого индивидуума культивиро-
вали в трех повторах в среде RPMI-1640 (Corning, 
США), содержащей 10% FBS (Corning, США), 1% 
гентамицина (Corning, США) и  10 нг/мл M-CSF 
(Biolegend, США) в присутствии и без селективно-
го ингибитора киназной активности LRRK2 MLi-2 
(Abcam, Англия) в конечной концентрации 100 нм/
мл. Эффективность действия MLi-2 на киназную ак-
тивность LRRK2 оценивали по соотношению не-
фосфорилированного к фосфорилированному белку 
Rab10 методом вестерн блоттинга с использованием 
антител MJF-R23, MJF-R21 (Abcam, UK). Актив-
ность лизосомных ферментов (альфа-галактозидазы 
(GLA), кислой сфингомиелиназы (ASMase), кислой 
альфа-глюкозидазы (GAA), альфа-L-идуронидазы 
(IDUA), галактозилцереброзидазы (GALC)) оцени-
вали методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии в сочетании с тандемной масс-спектро-
метрией (ВЭЖХ-МС/МС) в крови, как описано нами 
ранее [7]. Все эксперименты проводились в трех по-
вторах для каждого индивидуума, включенного в ис-
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следование. Расчеты описательных характеристик бы-
ли проведены с использованием встроенных пакетов 
R (версия 3.5.1). 

Результаты и обсуждение 

В ходе анализа медианы активности лизосомных 
ферментов было показано, что в присутствии инги-
битора MLi-2 активность GCase увеличивается в 2,16 
и в 2,29 раза в группах пациентов с LRRK2-БП и GBA-
БП, соответственно, по сравнению с  первичной куль-
турой макрофагов пациентов как с  LRRK2-БП, так 
и с GBA-БП без ингибитора (таблица). Мы впервые 
в группе пациентов с LRRK2-БП и пациентов с GBA-
БП показали увеличение активностей лизосомных 
ферментов GALC в 4,88 и 2,12 раза соответственно, 
GAA в 1,35 и 1,31 раза соответственно, GLA в 2,72 
и 1,81 раза соответственно, IDUA в 2,69 и в 1,63 раз 
соответственно по сравнению со значением актив-
ности исследуемых ферментов в первичной куль-
туре макрофагов пациентов как с LRRK2-БП, так 
и с GBA-БП без ингибитора. Интересно отметить, 
что увеличение активности ASMase наблюдалось у па-
циентов с LRRK2-БП в первичной культуре макро-
фагов в присутствии ингибитора MLi-2 в 2,8 раза, 
но оно не наблюдалось в группе пациентов с GBA-
БП. Кратное изменение активности лизосомных фер-
ментов в первичной культуре макрофагов перифе-
рической крови индивидуумов контрольной груп-
пы в присутствии ингибитора киназной активности 

MLi-2 по сравнению с первичной культурой макро-
фагов периферической крови без ингибитора MLi-2 
практически не наблюдалось. Также нами было по-
казано дозозависимое увеличение активности как 
GCase, так и других исследуемых ферментов (GALC, 
GAA, GLA, IDUA, ASMase) в первичной культуре 
макрофагов пациентов с GBA-БП в присутствии ин-
гибитора MLi-2 в различных концентрациях (0 нм/мл, 
50 нм/мл, 100 нм/мл) на фоне увеличения уровня 
белка Rab10 и одновременного снижения уровня его 
фосфорилированной формы (рисунок). Известно, что 
белок Rab10 является субстратом LRRK2 и в лизосо-
мном  гомеостазе [8]. Ранее было показано, что ки-
назная активность LRRK2 играет прямую роль в ре-
гуляции активности GCase посредством фосфорили-
рования белка Rab10 [6]. Наши результаты позволяют 
предположить роль LRRK2 в регуляции активности 
GCase и других лизосомных ферментов (GALC, GAA, 
GLA, IDUA, ASMase) посредством фосфорилирова-
ния белка Rab10. 

Заключение

Мы подтвердили данные о влиянии ингибитора ки-
назной активности LRRK2 MLi-2 на активность GCase 
в группе пациентов с GBA-БП и впервые показали 
влияние данного ингибитора и на активность других 
лизосомных ферментов в первичной культуре макро-
фагов периферической крови пациентов как с GBA-
БП, так и с LRRK2-БП. Необходимы дальнейшие 

Активность лизосомных ферментов в первичной культуре макрофагов  
The lysosomal enzymes activity in the primary culture of peripheral blood macrophages  

Активность лизосомных ферментов в первичной культуре макрофагов, ммоль/л/ч

GBA-БП LRRK2-БП Контроль

MLi2- MLi2+ MLi2- MLi2+ MLi2- MLi2+

GCase 12,62  
(12,2-13,04)

28,98  
(28,7-29,25)

31,07  
(20,98-41,16)

67,13  
(27,93-106,33)

28,37  
(27,27-29,47)

23,24  
(21,93-24,55)

GALC 6,11  
(5,94-6,28)

12,96  
(12,56-13,35)

11,96  
(1,89-22,02)

58,41  
(4,76-112,06)

9,35  
(4,41-14,29)

9,16  
(2,56-15,76)

GAA 48,03  
(39,74-56,32)

63,08  
(62,8-63,35)

71,39  
(38,36-104,41)

96,7  
(57,42-135,97)

49,28  
(43,64-54,92)

43,79  
(31,53-56,04)

GLA 12,09  
(11,82-12,35)

21,9  
(21,24-22,55)

29,43  
(8,72-50.14)

80,16  
(14,92-145,40)

14,71  
(12,93-16,49)

13,91  
(11,16-16,65)

IDUA 4,99  
(4,29-5,68)

8,15  
(7,97-8,33)

11,34  
(3,77-18,90)

30,55  
(6,19-54,90)

7,71  
(5,57-9,85)

7,14  
(4,18-10,09)

ASMase 8,83  
(7,97-9,68)

9,63  
(8,93-10,33)

11,16  
(6,63-15,69)

31,37  
(13,18-49,56)

8,16  
(7,74-8,58)

7,31  
(4,38-10,24) 
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исследования на расширенных выборках пациентов 
для подтверждения выявленного эффекта действия 
ингибитора киназной активности LRRK2 MLi-2 на ак-
тивность лизосомных ферментов.
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Активность лизосомных ферментов в первичной 
культуре макрофагов периферической крови паци-
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Lysosomal enzymes activity in the primary culture of 
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in the presence of various concentrations of the MLi-2 
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