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ВВЕДЕНИЕ. Почти два столетия прошли с тех пор, как в 1817 году
Джеймс Паркинсон в своей классической монографии описал основные
клинические симптомы одного из самых распространенных нейродегенеративных
заболеваний человека, связанных со старением, – брадикинезию, тремор,
мышечную ригидность и общее снижение двигательной активности. После этого
открытия более века понадобилось, чтобы выявить основную причину этих
симптомов – угнетение дофаминергических нейронов черной субстанции среднего
мозга (substantia nigra pars compacta), приводящее к критическому снижению
уровня дофамина в полосатом теле [1, 2]. Лечение болезни Паркинсона (БП)
с тех пор основывалось на пероральном введении больным предшественника
дофамина леводофа (L-3,4-дигидроксифенилаланина), которое поначалу снимало
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основные двигательные нарушения, но через несколько лет приводило
к развитию дискинезии (непроизвольных движений), что существенно снижало
качество жизни больных. Все современные способы лечения БП являются
симптоматическими, ни один из них не предотвращает дегенерацию
дофаминергических нейронов [3]. От болезни Паркинсона страдает более
0,1% всего населения старше 40 лет [4], около 1% населения старше 65 лет
и 4–5% – в возрасте старше 85 лет [5, 6]. Поэтому этиология болезни Паркинсона
и поиски новых подходов к ее лечению до сих пор остаются актуальной темой
современных исследований.

Сегодня называют несколько возможных причин нейродегенерации при БП.
Многие авторы считают, что основная причина – неправильная укладка
(т.н. мисфолдинг) белков и нарушение функционирования (т.н. дисфункция)
убиквитин-протеасомной системы, что приводит к накоплению нейротоксичных
белков и, в частности, к появлению в нейронах определенных отделов мозга
одного из диагностических признаков БП – телец Леви (Lewy bodies) [7, 8],
характерных эозинофильных цитоплазматических включений округлой формы,
основное содержимое которых составляет пресинаптический белок a-синуклеин
[9]. Другие полагают, что, по крайней мере, случаи идиопатической БП могут быть
обусловлены неизвестным патогеном, способным преодолевать барьер слизистой
желудочно-кишечного тракта, поражать нейроны брюшной полости и затем
достигать центральной нервной системы. Например, H. Braak выявил шесть
стадий невропатологического процесса при БП, постепенно затрагивающих
различные отделы нервной системы [10]. 

Исследования экспериментальных моделей паркинсонизма и данные
аутопсийных исследований позволяют говорить о первичной роли
митохондриальной дисфункции и окислительного стресса в патогенезе БП.
Изучение аутопсийного материала мозга больных БП позволило выявить
повреждения митохондрий [11, 12]. Ингибиторы митохондриального Комплекса I
(МРТР, ротенон, паракват) вызывают симптомы паркинсонизма в экспериментальных
моделях и у людей [13, 14]. 

Не так давно было открыто несколько генов, мутации которых вызывают
различные типы наследственных форм БП [15-25]. По мнению разных авторов,
наследственные формы БП составляют от 5 до 10% всех случаев паркинсонизма
[26, 27], однако исследование этих форм открывает широкие перспективы
для выяснения причин этого заболевания. При этом данные, полученные
на мутантных по генам a-синуклеин и Uch-L1 организмах свидетельствуют
в пользу первичной роли повреждения убиквитин-протеасомной системы
в этиологии БП. Результаты исследований мутантов по PINK1, DJ-1, LRRK-2 и
Omi/HTRA2 свидетельствуют в пользу первичной роли окислительного стресса
и митохондриальной дисфункции, а данные о мутантах по гену паркин позволяют
говорить о равноправном существовании обеих гипотез [15-25, 28]. 

До сих пор остается неясным, является ли нарушение деятельности
убиквитин-протеасомной системы первичным патогенным фактором БП, ведущим
к гибели нейронов черной субстанции, или лишь следствием окислительного
стресса и митохондриальной дисфункции [29, 30]. В любом случае, исследование
роли митохондриальной дисфункции в этиологии болезни Паркинсона
представляет несомненный интерес для фундаментальной науки и поиска новых
подходов к терапии этого распространенного заболевания.

1. МИТОХОНДРИИ: СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ.
Форма и размеры митохондрий, а также их количество могут варьировать

в зависимости от типа и функционального состояния клеток, но все митохондрии
имеют сходную структуру: матрикс – внутреннее пространство, отграниченное
от цитоплазмы внутренней и внешней мембранами. Внутренняя мембрана
образует многочисленные кристы – гребневидные складки, обращённые
во внутреннее пространство и увеличивающие её площадь и контакт с матриксом.
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Пять мультисубъединичных комплексов дыхательной цепи, встроенные
во внутреннюю мембрану митохондрий и обозначаемых римскими цифрами I-V,
осуществляют окислительное фосфорилирование, которое служит основным
источником энергии эукариотической клетки. В составе этих комплексов
насчитывают в общей сложности до 85-ти различных субъединиц [31]. Рисунок 1
схематически иллюстрирует основные принципы работы дыхательной цепи.
Субстраты поставляют восстановительные эквиваленты комплексам I (NADH CoQ
редуктаза) и II (сукцинат CoQ редуктаза), и электроны передаются затем
по дыхательной цепи через убихинон и цитохром с комплексам III (убихинол
цитохром с редуктаза) и IV (цитохром с оксидаза). Электрохимический градиент
поддерживается перекачкой протонов через внутреннюю митохондриальную
мембрану в межмембранное пространство. Энергия, получаемая при обратном
переносе протонов в матрикс, используется для синтеза АТР, катализируемого
комплексом V (АТР синтаза) (рис. 1).

Помимо энергетической функции, митохондриям различных типов клеток
также принадлежит ключевая роль во многих метаболических процессах, таких,
как биосинтез аминокислот, окисление жирных кислот, метаболизм стероидов,
поддержание гомеостаза кальция, утилизация свободных радикалов [31, 32].
Показано, что митохондрии играют важную роль в передаче сигналов, в частности,
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Рисунок 1. 
Митохондриальные мишени болезни Паркинсона.



в случае апоптотической гибели клеток, когда из межмембранного пространства
высвобождаются в цитозоль специфические апоптогенные факторы [31, 32].
Первоначальное представление о митохондриях как о небольших изолированных
друг от друга внутриклеточных органеллах сейчас меняется на картину
сложной разветвленной митохондриальной сети, плотность которой зависит
от типа ткани и связана с потребностью ткани в окислительном фосфорилировании
и производстве энергии. Митохондрии путем слияния и разделения могут
образовывать динамичные сети, в регуляции и организации которых участвуют
белки цитоскелета. Наряду с клетками сердечной и скелетных мышц, нейроны
характеризуются чрезвычайно высокой плотностью митохондриальной сети,
что, вероятно, и объясняет их чувствительность к нарушениям энергетического
обмена при митохондриальных аномалиях [31].

Уникальность митохондрий состоит в том, что это единственные
клеточные органеллы, белки которых кодируются как ядерным, так и своим
собственным геномом, сохранившимся, вероятно, ещё с тех времен, когда
митохондрии были самостоятельными организмами и не вступили
в симбиотические отношения с эукариотами [31]. Геном митохондрий человека
представляет собой мультикопийную кольцевую двухцепочечную ДНК длиной
16596 пар нуклеотидов (п. н.) [32], кодирующую всего 13 полипептидов (все они
являются структурными компонентами комплексов дыхательной цепи),
две рибосомные РНК и 22 транспотрные РНК, необходимые для их трансляции
[33, 34] (таблица). Митохондриальная ДНК (мтДНК) человека очень компактна
и не содержит интронов. Несмотря на то, что в собственном геноме митохондрий
закодирован основной аппарат синтеза белков, сам процесс синтеза в большой
степени зависит от ядра, “поставляющего” ферменты для репликации, репарации,
транскрипции и трансляции. Эта зависимость лежит в основе причин ряда недавно
открытых заболеваний, характеризующихся вторичными аномалиями мтДНК [31].
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Таблица. Участие митохондриального генома в кодировании компонентов дыхательной цепи.

Примечание. MTND - mitochondrial NADH dehydrogenase (митохондриальная NADH-
дегидрогеназа); MTCO - mitochondrial cytochrome oxidase (митохондриальная цитохромоксидаза).
* - согласно базе данных OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), Johns Hopkins University. 



Митохондриальная ДНК наследуется по материнской линии. Большинство
исследователей убеждены, что отцовская мтДНК вообще не попадает
в оплодотворенную яйцеклетку в процессе зачатия [35, 36]; некоторые полагают,
что митохондрии спермы избирательно метятся для деградации уже после
оплодотворения [37-39]. Так или иначе, постулат о том, что у человека
наследование мтДНК происходит по материнской линии, используется при
генетическом консультировании.

В клетке содержится несколько тысяч мтДНК, и все они имеют
идентичную нуклеотидную последовательность (гомоплазмия). В процессе
старения организма и при заболеваниях, связанных с митохондриальной
дисфункцией, накапливаются соматические мутации, и в клетке сосуществуют
в различном соотношении мтДНК дикого типа и мутантные (гетероплазмия).
При этом процент мутантных форм пропорционален степени выраженности
заболевания [40]. 

Наиболее распространенная причина мутаций мтДНК – свободные радикалы
“активных форм кислорода”, генерируемые самой же дыхательной цепью.
Они вызывают повреждение клеточных мембран и тем самым способствуют
увеличению скорости мутаций мтДНК в различных тканях и органах [41].
Ткань мозга особенно уязвима к окислительному повреждению из-за высокого
содержания легко окисляемых ненасыщенных жирных кислот, высокой
скорости потребления кислорода и относительно низкой концентрации
антиоксидантных ферментов по сравнению с другими органами [42, 43].
Митохондриальная ДНК еще более чувствительна к этим повреждениям,
чем ядерная, из-за соседства источника активных форм кислорода – дыхательной
цепи, – отсутствия защиты гистонов и недостаточно эффективной системы
репарации, поэтому мтДНК мутирует с большой скоростью. В последние
годы преобладает точка зрения, что именно мутации мтДНК вносят решающий
вклад в патофизиологические изменения и, в первую очередь, нейродегенерацию,
связанные со старением [44]. 

Помимо высокой частоты соматических мутаций, характерной чертой
мтДНК также является генетический полиморфизм. Существуют предположения,
что полиморфизм мтДНК может создать тончайшие различия в кодируемых ей
белках и, таким образом, вызвать минимальные изменения в активности
ферментов окислительного фосфорилирования и в сверхпродукции свободных
радикалов. Это могло бы предопределять у индивидов или у популяции
с соответствующим генотипом мтДНК раннее начало апоптотических процессов:
накопление мутаций мтДНК и повреждение системы окислительного
фосфорилирования. Напротив, у популяции с другим генотипом мтДНК может
наблюдаться “полезная” повышенная скорость окислительного фосфорилирования
и уменьшение образования активных форм кислорода. Полиморфизм мтДНК
позволяет выделить множество специфических для каждой популяции
генотипов митохондрий, называемых гаплотипами. В Европе различают
девять митохондриальных гаплотипов (H, I, J, K, T, U, V, W, X) [42].
Ряд экспериментальных работ свидетельствует о связи некоторых
митохондриальных гаплотипов с увеличением продолжительности жизни [45-48],
однако, достоверные механизмы этой связи еще не установлены [49]. Попытки
прояснить связь специфического генетического полиморфизма с клиническими
проявлениями некоторых нейродегенеративных заболеваний привели
к противоречивым результатам [50-53]. Некоторые исследователи, однако,
отмечают связь полиморфизма мтДНК с риском развития БП [54-56].

Таким образом, несмотря на очевидную ключевую роль митохондрий
в развитии нейродегенеративных заболеваний, связанных со старением, всё ещё
не ясно до конца, являются ли окислительный стресс и митохондриальные
дисфункции причиной возникновения и прогрессирования этих заболеваний,
или же все эти нарушения – лишь последствия нейродегенерации [42].
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2. БОЛЕЗНЬ ПАРКИНСОНА И НАРУШЕНИЯ АКТИВНОСТИ
МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ ФЕРМЕНТОВ.

Связь между болезнью Паркинсона и митохондриальными нарушениями
впервые была установлена в 1989 году. В чёрной субстанции (substantia nigra) [57],
а затем и в периферических тканях больных БП [58-60] было обнаружено
25-35%-ное ингибирование активности компонента дыхательной цепи комплекса I
(митохондриальной протон-транслоцирующей NADH:убихинон-оксидоредуктазы;
КФ 1.6.99.3). Вместе с этим, выяснилось, что действие токсина 1-метил-4-фенил-
1,2,3,4-тетрагидропиридина (МРТР), вызывающего хронический паркинсонизм
у людей и в модельных опытах на животных, приводит к дефициту активности
комплекса I [61]. В клетках глии МРТР превращается моноаминоксидазой В
(МАО В) в активный нейротоксин МРР+ (ион N-метил-4-фенилпиридиния),
который с помощью дофаминового транспортера поступает в дофаминергические
нейроны, где накапливается в митохондриях, ингибируя комплекс I (рис. 1).
Последнее приводит к торможению синтеза АТР, аккумуляции свободных
радикалов и гибели клеток [62, 63]. В модельных опытах на животных
было показано, что хроническое системное воздействие другого ингибитора
комплекса I, пестицида ротенона, вызывает гибель дофаминергических нейронов
в чёрной субстанции, повреждения протеасомной системы, белка DJ-1, включения
a-синуклеина и поведенческие симптомы (брадикинезию, мышечную ригидность,
нарушение осанки, скованность движений), характерные для БП [62-65].
Ингибиторами комплекса I являются и другие нейротоксины: паракват, манеб,
6-гидроксидофамин (ингибирующий также митохондриальный комплекс IV и
моноаминоксидазу), вызывающие признаки БП у людей и экспериментальных
животных [66-69].

Обнаружение взаимосвязи между снижением активности комплекса I
и симптомами БП оставляло открытым вопрос о роли функциональной
недостаточности комплекса I в патогенезе паркинсонизма. Исследованные
аутопсийные препараты мозга были взяты от пациентов, долгое время
страдавших БП и получавших целый ряд лекарств, например, леводофа. Однако,
в полосатом теле у них не наблюдалось недостаточности активности комплекса I,
которую можно было бы ожидать на основании модельных опытов на крысах
по токсичности леводофа [70]. Более того, у пациентов с множественной
системной атрофией, принимавших леводофа в течение того же времени и в тех же
количествах, что и пациенты с БП, недостаточность функции митохондрий
в чёрной субстанции не была обнаружена [71]. Нет данных о том, что другие
лекарственные препараты, включая агонисты дофамина и ингибиторы МАО В,
тормозят активность комплекса I [71].

Вслед за сообщением о недостаточности комплекса I в чёрной субстанции
пациентов с БП, аномалии дыхательной цепи были обнаружены в митохондриях
скелетных мышц больных паркинсонизмом, правда, результаты, полученные
различными исследователями, не согласовывались между собой [72-74]. Затем
снижение активности комплекса I было найдено и в митохондриях тромбоцитов
больных БП. В этом случае результаты разных лабораторий совпадают
и свидетельствуют о снижении активности комплекса I на 20-25% [75-77].
К сожалению, такой уровень падения активности комплекса I не позволяет
использовать его в качестве биомаркера БП [34].

Кроме того, нарушение энергетического обмена при БП может быть
связано со снижением активности митохондриального полиферментного –
кетоглутаратдегидрогеназного комплекса (КГД), катализирующего одну из
ключевых реакций метаболизма – окислительное декарбоксилирование
кетоглутарата, единственную реакцию цикла Кребса, приводящую к образованию
макроэргической связи на субстратном уровне. Инактивация КГД при БП может
вызываться действием свободных радикалов, а может быть обусловлена
генетическими нарушениями. Тот факт, что МРТР и МРР+ ингибируют КГД
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in vitro, стимулировал исследование активности этого полиферментного
комплекса в мозге больных БП. Было показано снижение активности КГД
в чёрной субстанции пациентов с БП и уменьшение иммунного окрашивания
на содержание КГД пропорционально степени тяжести заболевания [78-80].
Генетические исследования также подтверждают роль КГД в этиологии БП.
Биаллельный полиморфизм гена компонента Е2 a-кетоглутаратдегидрогеназного
комплекса выражается в однонуклеотидной замене аденина (аллель 2)
на гуанин (аллель 1), не отражающейся на аминокислотной последовательности
фермента. Тем не менее, в группе больных БП частота генотипа людей,
несущих аллель 2, существенно выше, чем в контрольной группе,
что свидетельствует о принадлежности данной мутации к факторам риска,
если речь идёт о БП [81, 82].

В опытах in vitro была показана чувствительность липоамиддегидрогеназы,
компонента Е3 пируватдегидрогеназного, a-кетоглутаратдегидрогеназного
комплексов и комплекса дегидрогеназы a-кетокислот с разветвленной цепью,
к МРТР и МРР+ [83]. В составе мультиферментных комплексов Е3
участвует в окислении пирувата, a-кетоглутарата и a-кетокислот
с разветвлённой цепью. Находясь на внутренней поверхности внутренней
мембраны митохондрий, липоамиддегидрогеназа в присутствии ионов цинка
и NADH способна превращать компонент дыхательной цепи митохондрий
коэнзим Q (убихинон) в убихинол [84]. Эта восстановленная форма убихинона
(QH2), содержание которой в ткани невелико по сравнению с окисленной
формой, обладает ещё большими антиоксидантными свойствами и таким
образом выполняет нейропротекторную функцию. Следовательно, ингибирование
липоамиддегидрогеназы приведет к уменьшению концентрации убихинола,
препятствующего образованию токсичных радикалов, что может вызвать
окислительный стресс, индуцирующий БП+ [83].
3. МУТАЦИИ МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ ДНК И БОЛЕЗНЬ ПАРКИНСОНА.

С целью доказательства связи недостаточности активности Комплекса I
с мутацией мтДНК несколько групп исследовали структуру мтДНК больных
паркинсонизмом. Однако первоначальные результаты об общем увеличении
делеций в мтДНК мозга больных БП не подтвердились, так как выяснилось,
что это увеличение не превышает то, которое происходит просто в результате
старения [34]. Появление новых, более чувствительных методов, позволяющих
исследовать накопление делеций мтДНК в индивидуальных клетках, дало
возможность выявить, что в мтДНК единичных нейронов чёрной субстанции
существенное возрастание делеций происходит после 65 лет [85, 86]. Делеции
мтДНК были клональными и сопровождались отрицательным гистохимическим
анализом на активность цитохромоксидазы. В этих исследованиях уровень
делеций мтДНК был несколько выше при БП [86]. Тем не менее, A. Shapira,
например, считает полученную разницу недостаточно достоверной [34].
По его мнению, эти эксперименты лишь подтвердили, что чёрная субстанция
человека – участок мозга, наиболее подверженный свободно-радикальному
повреждению мтДНК, которое усугубляется в процессе старения.

В ряде исследований была секвенирована мтДНК пациентов с БП, но не было
проведено корреляции полученных результатов с активностью комплекса I [87, 88].
Попытки связать предрасположенность к заболеванию БП с полиморфизмом
мтДНК привели к противоречивым результатам. По данным одних авторов,
гаплотипы J и K характеризуются достоверным уменьшением риска этого
заболевания по сравнению с наиболее распространенным гаплотипом Н,
что связано с наличием точечного однонуклеотидного полиморфизма A10398G
[50]. Другие авторы отмечали меньшее число заболеваний БП у представителей
гаплотипов U, K, J, T [89]. В то же время, в соответствии с результатами
представителей еще одной исследовательской группы, гаплотипы J и T отличаются
как раз повышенным риском заболевания БП [90].
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Убедительные доказательства определяющей роли мтДНК больных БП
в недостаточности комплекса I были получены с помощью методов генной
трансплантации [91, 92]. После внедрения митохондрий из тромбоцитов
пациентов с БП и митохондрий из контрольных тромбоцитов в клетки
нейробластомы человека, не содержащие митохондриальной ДНК,
и культивирования в течение 5-6 недель клеточные линии таких
цитоплазматических гибридов анализировали на активность ферментов
дыхательной цепи, продукцию форм активного кислорода и чувствительность
к МРР+. В цитоплазматических гибридах с митохондриями больных БП были
обнаружены 20-25%-ное снижение активности комплекса I, увеличение
образования свободных радикалов кислорода и повышенная чувствительность
к МРР+-индуцируемому апоптозу. В экспериментах Gu и соавторов в клонированных
клетках цитоплазматического гибрида тромбоцитов одного из пациентов
было показано 25 и 20% снижение активности комплекса I и комплекса IV,
соответственно. Гистоцитохимическое и иммунохимическое исследование
этих клонов и методы визуализации функционального состояния клеток выявили,
что клетки в составе клонов гетерогенны в отношении активности и содержания
цитохром с оксидазы и активности митохондриальной дыхательной цепи.
Дальнейшие эксперименты показали, что клетки реципиента также отличались
аномальным транспортом кальция и низким потенциалом митохондриальной
мембраны [34]. Это свидетельствует о том, что нарушения мтДНК могут
приводить к митохондриальным дефектам по крайней мере у части больных БП,
и разработанная авторами технология может служить средством выявления
подгруппы пациентов, у которых дефекты мтДНК вносят существенный вклад
в развитие заболевания [92]. 

В лимфоцитах больных ранним паркинсонизмом, поддающимся терапии
леводофа и наследуемым по материнской линии, была исследована патогенная
точечная мутация митохондриальной ДНК [93]. Авторы осуществили перенос
генов 12S рибосомной РНК, кодируемой мтДНК, в реципиентные клетки,
и у трансформированных лимфобластов была обнаружена мутация 12S рРНК
T1095C и сопутствующее значительное снижение активности цитохром с
оксидазы. По-видимому, эта мутация затрагивает высококонсервативную петлю
малой субъединицы рибосомной РНК, необходимую для инициации синтеза
митохондриального белка, и таким образом препятствует нормальному
окислительному фосфорилированию [93]. В мозге больных идиопатической
формой БП Parker и Parks обнаружили значимое увеличение гетероплазмических
мутаций по сравнению с контролем в определенном районе ND5,
митохондриального гена, кодирующего субъединицу комплекса I [94]. 

Таким образом, полученные разными авторами результаты не дают
оснований говорить об однозначном соответствии между генетической аномалией
мтДНК и снижением активности комплекса I при БП. 

4. ВЛИЯНИЕ МУТАЦИЙ ЯДЕРНОЙ ДНК 
НА МИТОХОНДРИАЛЬНЫЕ ДИСФУНКЦИИ ПРИ БП.

Долгое время БП вообще не причисляли к генетически обусловленным
заболеваниям, подчеркивая её “спорадический” характер. В настоящее время
очевидно, что, по крайней мере, у 5-10% пациентов, страдающих БП, –
это моногенная форма заболевания. За последние годы открыто 13 хромосомных
локусов и 9 генов, повреждение которых ведет к возникновению БП,
как аутосомно-доминантных (PARK1 и PARK4/a-синуклеин, PARK 5/UCHL1,
PARK8/LRRK2, PARK11/GIGYF2, PARK13/Omi/Htra2), так и аутосомно-рецессивных
(PARK2/Parkin, PARK6/ PINK1, PARK7/ DJ-1, PARK9/ATP13A2) [15-25]. Несмотря
на то, что наследственные формы составляют малую часть всех случаев
паркинсонизма, их исследование позволяет пролить свет на общие для
патогенеза различных типов БП молекулярные механизмы, ведущие к гибели
дофаминергических нейронов (рис. 2) [31, 34, 95]. 
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4.1. Мутации гена a-синуклеина.
В 1996 году было показано, что аутосомно-доминантное наследование БП

может быть связано с хромосомой 4q21-q23 (локус PARK1). Так был
идентифицирован первый ген, мутации которого вели к БП [96, 97]. Белок
a-синуклеин, кодируемый этим геном, изначально получил название по месту
своей локализации: он был впервые обнаружен в синапсах и ядрах электрического
угря [98]. В зависимости от микроокружения этот полипептид из 140 аминокислот
может оставаться неструктурированным или формировать богатые b-структурой
олигомеры (протофибриллы) и амилоидоподобные образования (фибриллы),
агрегирующие и преципитирующие с образованием телец Леви, являющихся
диагностическим признаком БП [99]. a-Cинуклеин широко распространён
в тканях мозга; особенно богаты им пресинаптические нервные окончания,
где он связан с мембранами и везикулярными структурами [100]. С использованием
метода фотосшивки показано, что a-синуклеин может специфически реагировать
с различными белками, в частности, с кальмодулином. Взаимодействие
a-синуклеина с кальмодулином в интактных клетках является кальций-зависимым,
и кальмодулин способствует изменению конформации a-синуклеина и
формированию его фибриллярных форм [101]. 

Физиологическая роль a-синуклеина до конца не ясна. Результаты
экспериментов на мышах с направленной делецией гена a-синуклеина
свидетельствуют о роли этого белка в кругообороте синаптических везикул
и нейротрансмиссии дофамина [102]. Это подтверждают и опыты in vitro, в которых
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Рисунок 2. 
Участие белков, кодируемых ядерным геномом, в патогенезе болезни Паркинсона.



была продемонстрирована способность a-синуклеина встраиваться в везикулы,
образованные “кислыми” фосфолипидами [103], связываться с фосфолипазой D
млекопитающих и ингибировать её [104]. В экспериментах на клеточных
культурах было показано участие a-синуклеина в липидном обмене и его
способность регулировать объём пула пресинаптических везикул [105, 106],
а в опытах на дрожжах этот белок селективно взаимодействовал с плазматической
мембраной, ингибировал фосфолипазу D и влиял на транспорт везикул [107].
Таким образом, вероятно участие a-синуклеина в регуляции размера
и кругооборота синаптических везикул и образовании запаса дофамина.

Поскольку фибриллярные формы a-синуклеина представляют собой
основной структурный компонент телец Леви при БП и других синуклеинопатиях,
роль этого белка в патогенезе БП очевидна [108]. Трипликация гена a-синуклеина
приводит к увеличению его экспрессии почти в два раза, и сверхэкспрессии гена
дикого типа достаточно для того, чтобы вызвать заболевание. Некоторые
исследователи считают основной патогенной структурой не сами фибриллы,
а промежуточные формы процесса их образования, так называемые
протофибриллы. Показано, что мутантные формы a-синуклеина, обнаруженные
при наследственной БП, образуют кольцевые протофибриллы, сходные
с бактериальными токсинами, влияющими на проницаемость клеточных мембран
[109, 110]. Катехоламины, в частности, дофамин, могут ковалентно связываться
с a-синуклеином и таким образом препятствовать превращению протофибрилл
в фибриллы и способствовать накоплению протофибрилл [111]. Гипотезу
о цитотоксичности протофибрилл подтверждают исследования линии
трансгенных мышей, экспрессирующих человеческий a-синуклеин дикого типа,
у которых наряду с двигательными нарушениями и деградацией дофаминовых
нервных волокон наблюдали нефибриллярные a-синуклеиновые включения [112].
В то же время, в опытах на трансгенных мышах [113] и мухах [114] с мутантными
формамиa-синуклеина нейродегенерацию обнаруживали только при формировании
фибрилл и фибриллярных включений, что ставит под сомнение определяющую
роль цитотоксичных протофибрилл в развитии симптомов БП. Вероятно,
как протофибриллы, так и фибриллы a-синуклеина вносят свой вклад в патогенез
этого заболевания [99].

До конца не ясно, каким образом происходит агрегация a-синуклеина
дикого типа при спорадических формах БП. Выяснилось, что посттрансляционная
модификация a-синуклеина нитрованием способствует формированию
цитоплазматических включений, характерных для БП. С помощью антител
к нитротирозину было показано, что при БП и других синуклеинопатиях
в очагах заболевания наблюдается избирательное нитрование тирозина 39
a-синуклеина [115]. В опытах с изолированными нитрованными различными
олигомерными формами a-синуклеина подтвердилась повышенная способность
модифицированных таким образом мономеров и димеров a-синуклеина
к образованию фибрилл и снижение скорости их протеасомной деградации [116]. 

Различными методами было показано, что полимеризация a-синуклеина
с образованием фибрилл ускоряется в присутствии ассоциированного
с микротрубочками тау-белка, а также b-амилоида [117, 118]. Сравнение
двух форм олигомеров a-синуклеина, выделенных из различных участков нервной
системы трансгеных мышей, экспрессирующих мутантный А53Тa-синуклеин,
показало, что идентичные по биохимическим свойствам белки из богатой
характерными включениями и не затронутой болезнью ткани отличаются
иммунохимически и имеют разную конформацию. Это, в свою очередь,
определяло различную способность двух конформационных типов белков
к образованию патогенных фибрилл [119]. Не исключена роль таких
посттрансляционных модификаций a-синуклеина, как фосфорилирование
и вслед за этим избирательное убиквитинирование, в его способности к агрегации
и образованию фибрилл [120-122]. 
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Патогенные формы a-синуклеина более устойчивы к протеасомной
деградации. Известно, что различные олигомерные формы этого белка могут
связываться к 20S либо с 26S протеасомой и снижать протеолитическую активность
[123-125]. С другой стороны, введение протеасомных ингибиторов вызывает
образование внутриклеточных включений, подобных тельцам Леви, содержащих
a-синуклеин и убиквитин, в характерных для БП отделах нервной системы
у лабораторных животных и в опытах на культурах нервных клеток [126, 127].

Локализованный в цитоплазме и синаптических везикулах нервных
окончаний, a-синуклеин напрямую не связан с митохондриями, но известно,
что мутации гена a-синуклеина могут вызвать митохондриальные дисфункции.
Сверхэкспрессия мутантного a-синуклеина в культурах нервных клеток
гипоталамуса GT1-7 препятствовала нормальному функционированию
митохондрий и вызывала нарушения окислительных процессов [128].
Трансгенные мыши со сверхэкспрессией a-синуклеина человека отличались
повышенной чувствительностью к ингибитору МРТР, необычно большими
размерами митохондрий черной субстанции и различными митохондриальными
нарушениями [129]. Известно, что ингибиторы митохондриального Комплекса I
ротенон и паракват способствуют агрегации и накоплению a-синуклеина
в опытах in vitro и с мутантными животными [130-133]. В то же время, дефицитные
по a-синуклеину мыши более устойчивы к действию ингибиторов дыхательной
цепи МРТР, малонату и 3-нитропропионовой кислоте [134, 135]. В экспериментах
с трансгенными мышами сверхэкспрессия мутантного a-синуклеина коррелировала
с дегенерацией нейронов, снижением активности комплекса IV в нейронах
спинного мозга и накоплением в них включений, состоящих из a-синуклеина
и поврежденных митохондрий. Наблюдалась также выраженная положительная
реакция клеточных популяций таких отделов нервной системы, как нейроны
ствола головного мозга, кора, передние рога серого вещества спинного мозга,
на маркеры апоптоза [136].

Олигомеры a-синуклеина, образующиеся при мутациях, ведущих к БП,
могут также генерировать пороподобные структуры, разрушающие мембраны,
и таким образом способствовать фрагментации митохондрий [137].

Приведённые выше экспериментальные данные указывают на вероятную
роль a-синуклеина в развитии митохондриальной дисфункции, окислительного
стресса и гибели нейронов при БП.

4.2. Мутации гена паркин.
Впервые мутации гена паркин были обнаружены Shimura и соавт. в 2000 году

при исследовании аутосомно-рецессивной ювенильной формы болезни Паркинсона
[138]. Позже они были найдены и у пациентов с БП, характеризующейся поздним
началом и по своим симптомам практически не отличающейся от идиопатических,
спорадических форм заболевания [139]. 

Ген паркин локализован на хромосоме 6q и кодирует одноименный белок,
обладающий убиквитин-протеинлигазной активностью [139]. Убиквитинируя
различные субстраты (белки синаптических везикул, белки регуляции клеточного
цикла, белки микротрубочек, полиглутаминовые белки и др.), паркин “метит”
их для протеасомной деградации. Поэтому при недостаточности паркина
в центральной нервной системе происходит накопление нейротоксичных белков
в эндоплазматическом ретикулуме и в цитоплазме, что вызывает симптомы БП
[28, 140, 141].

Паркин обнаружен и в митохондриях [142], и ряд экспериментальных фактов
свидетельствует в пользу того, что мутации гена паркин могут играть
не последнюю роль в нарушении митохондриальных функций в патогенезе БП
[19, 143]. Так, Darios и соавторы показали, что сверхпродукция паркина клетками
РС12 защищает последние от индуцированной церамидом гибели, замедляя
набухание митохондрий и высвобождение цитохрома с из них. Паркин в этих
клетках был ассоциирован с внешней митохондриальной мембраной.
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В лимфоцитах пациентов с мутацией по гену паркин была снижена активность
Комплекса I [144].

Эксперименты in vivo с мутантными по гену паркина животными
также подтверждают гипотезу о связи недостаточности паркина с нарушением
функций митохондрий в патогенезе БП. Такие исследования были проведены
на мутантных мушках Drosophila [145, 146] и мышах [12, 141, 147, 148]. Мутанты
Drosophila отличались фенотипически от дикого типа; у них была снижена
продолжительность жизни, наблюдались двигательные нарушения и стерильность
самцов, обусловленная дефектом индивидуализации сперматид на поздней
стадии сперматогенеза. Характерной морфологической чертой этих мутантов
оказалась патология митохондрий клеток летательных мышц и сперматид,
что, вероятно, и явилось причиной апоптотической гибели соответствующих
клеток, для нормального функционирования которых необходим большой запас
энергии [143]. Такой тканеспецифический эффект может свидетельствовать о том,
что сходные митохондриальные нарушения являются причиной избирательной
гибели нервных клеток при аутосомно-рецессивной форме ювенильного
паркинсонизма [145].

Парадоксальным оказалось то, что мыши, у которых отсутствовал паркин,
были жизнеспособны и имели, за одним исключением [149], нормальную
морфологию мозга без характерного угнетения дофаминергических нейронов
в черной субстанции, хотя уровень внеклеточного дофамина в полосатом теле
этих мышей был повышен. Лишь в экспериментах Von Coelln и соавторов,
которые создали линию мышей с нулевой мутацией в гене паркина, наряду
с полной потерей каталитической функции паркина у животных наблюдались
существенные изменения в катехоламинергических нейронах locus coeruleus
и соответствующее падение уровня норэпинефрина в различных отделах
центральной нервной системы. Кроме того, у этих мышей была сильно снижена
реакция вздрагивания на неожиданный стимул, в то время как полосатое тело
и чёрная субстанция не претерпевали видимых изменений [149].

У дефицитных по паркину мышей были выявлены нарушения дыхания
митохондрий и снижение устойчивости к окислительному стрессу, свойственное
БП [146]. С использованием протеомных методов в вентральной части среднего
мозга этих мышей были найдены изменения в соотношении различных
митохондриальных белков электрон-транспортной цепи и некоторых белков,
защищающих от окислительного стресса [150]. 

Совокупность этих экспериментальных данных позволяет предположить,
что паркин способствует деградации митохондриальных субстратов, необходимой
для нормального функционирования дофаминергических нейронов мозга [28]. 

По данным Kuroda и соавторов [151] в различных исследованных
культурах клеток в процессе пролиферации паркин локализован исключительно
в митохондриальном матриксе. Это принципиально отличается от ранее
опубликованных работ, согласно которым паркин находится в цитозоле, сети
комплекса Гольджи и синаптических везикулах [28, 140, 141]. (Возможно,
это связано с тем, что прежде изучали ткань мозга, а клетки мозга относятся
к наиболее высокодифференцированным). Авторы описали специфический
механизм выхода паркина из митохондрий в цитозоль, не зависимый
от высвобождения цитохрома с, который функционирует при дифференцировке
клеток. Предполагается, что паркин выходит из митохондрий через специальные
поры при участии белков-посредников, взаимодействующих с ним только
в условиях дифференцировки клеток; в пролиферирующих же клетках in vivo
паркин находится в комплексе с другими белками. В пролиферирующих клетках
паркин, вероятно, связывается с мтДНК через TFAM (белковый фактор,
необходимый для инициации транскрипции мтДНК и стабилизации пула мтДНК):
взаимодействие паркина с TFAM доказано в экспериментах in vivo и in vitro.
В пролиферирующих клетках паркин способствует транскрипции и репликации
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мтДНК и экспрессии митохондриальных дыхательных комплексов. По-видимому,
в процессе пролиферации клеток паркин функционирует как регулятор биогенеза
митохондрий, а в дифференцированных клетках, уже после выхода в микросомы
или цитозоль, – как убиквитин-протеин лигаза Е3 [151].

4.3. Мутации гена PINK1.
Мутации гена PINK1, вызывающие аутосомно-рецессивный ювенильный

паркинсонизм, впервые были обнаружены у уроженцев Сицилии [152, 153].
Этот ген кодирует митохондриальную PTEN-индуцируемую протеинкиназу 1
(phosphatase and tensin homolog-induced putative kinase 1). Эта киназа
принадлежит к семейству серин/треонин киназ и локализована в цитозоле
и в митохондриях клеток.

В гене PINK1 описано 10 различных миссенс- и нонсенс-мутаций;
гомозиготность или компаундная гетерозиготность по этим мутациям приводит
к БП. У гетерозигот наблюдается более позднее начало и медленное
развитие заболевания, но его клиническая картина (дистония, чувствительность
к препаратам L-DOPA) у гомозигот и гетерозигот одинакова [153-156].
Посмертные невропатологические исследования показывают, что у таких больных
развивается типичная патология с включениями Леви [157].

В экспериментальной модели на Drosophila мутации PINK1 приводят
к фенотипическим и физиологическим проявлениям (стерильность самцов,
дегенерация мышц, изменение морфологии и фрагментация митохондрий,
повышенная чувствительность к окислительному стрессу), похожим на результаты
мутаций гена паркина. Примечательно, что сверхэкспрессия паркина
компенсирует мутации PINK1 у дрозофил. Предполагается, что паркин и PINK1
являются компонентами одного метаболического пути, причем PINK1
предшествует паркину в метаболической цепи, что позволяет последнему
влиять на ход патогенного процесса при мутациях гена PINK1. Роль этого
метаболического пути в регуляции функции митохондрий дает возможность
назвать митохондриальную дисфункцию центральным механизмом патогенеза БП
[158, 159].

В линии дофаминергических клеток человека SH-SY5Y подавление
экспрессии гена PINK1 на 80% при помощи микроРНК резко повышает
чувствительность клеток к МРР+ и ротенону, “запускающим” процесс апоптоза
[160]. Напротив, усиленная экспрессия белка PINK1 дикого типа повышает
устойчивость клеток к апоптозу [161]. Эти данные подтверждают гипотезу
о нейропротекторной роли PINK1. “Выключение” экспрессии PINK1 в клетках
этой линии приводит к снижению уровня мтДНК и прекращению её синтеза,
падению мембранного потенциала митохондрий, сокращению синтеза
митохондриального АТР, при этом в наибольшей степени затронутой оказывается
активность комплекса IV электрон-транспортной цепи. У таких клеток
признаки окислительного стресса отмечаются даже в стандартных условиях,
а при действии параквата наблюдается интенсивная гибель клеток. Всё это
свидетельствует о роли PINK1 в биогенезе митохондрий и поддержании
активности электронно-транспортной цепи, дисфункция которой может быть
ключевым моментом в патогенезе БП [162].

Pridgeon и соавторы идентифицировали субстрат PINK1. Это митохондриальный
шаперон TRAP1 (TNF (tumor necrosis factor) receptor-associated protein 1),
также известный как белок теплового шока heat shock protein 75 (Hsp75).
PINK1 связывается с TRAP1 в митохондриях и фосфорилирует TRAP1 in vitro и
in vivo. PINK1 защищает клетки от гибели, вызванной окислительным стрессом,
подавляя выход цитохрома с из митохондрий, и это протекторное действие PINK1
зависит от ее киназной активности – способности фосфорилировать TRAP1.
Определенные мутации PINK1 (G309D, L347P и W437X), вызывающие БП,
нарушают способность этого фермента фосфорилировать TRAP1 и снижают
устойчивость клеток к окислительному стрессу [163]. 
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4.4. Мутации гена DJ-1.
Третий ген, мутации которого вызывают аутосомно-рецессивную

ювенильную форму БП, - ген DJ-1. Случаи наследования заболевания,
связанного с мутацией гена, кодирующего белок DJ-1, были впервые
зафиксированы в Италии и в Дании и составляют около 1% всех случаев БП [164].
DJ-1– консервативный белок, принадлежащий к суперсемейству DJ-1/ThiJ/PfpI;
он состоит из 189 аминокислотных остатков и имеет димерную структуру.
DJ-1 присутствует практически во всех тканях млекопитающих; в мозге он есть
как в нейронах, так и в глии [165]. Известна его кристаллическая структура
и предполагаемый активный центр, сходный с активным центром цистеиновых
протеаз [166]. Однако очищенные препараты DJ-1 не обладают протеазной
активностью [167]. Shendelman и соавторы считают этот белок редокс-зависимым
молекулярным шапероном, препятствующим неправильному сворачиванию
белков и образованию, например, агрегатов a-синуклеина [168]. 

У дрозофил делеции в гомологичных генах DJ-1a и DJ-1b вызывают
уменьшение двигательной активности [169], повышенную чувствительность
к перекиси водорода, параквату и ротенону [170]. У мух также была отмечена
стерильность самцов и снижение продолжительности жизни [171]. В опытах
по направленному мутагенезу на дрозофилах было продемонстрировано,
что модификация остатка цистеина-104 белка DJ-1 (аналог цистеина 106 в DJ-1
человека) определяет утрату протекторной активности этого белка при
окислительном стрессе (уменьшается устойчивость к параквату). С возрастом
у человека, как и у мух и мышей, накапливаются модифицированные формы DJ-1,
подобные тем, которые возникают под действием токсинов [172]. У мышей
мутации DJ-1 приводят к нарушению обратного захвата дофамина [173]
и увеличению чувствительности к МРТР [174]. У мутантных по DJ-1 мышей и мух
наблюдали нарушения энергетических функций митохондрий и снижение уровня
АТР [171]. На клеточных моделях (дофаминергические нейроны, выращенные
из стволовых эмбриональных клеток, дефицитных по DJ-1) также была
продемонстрирована протекторная роль этого белка: у таких клеток был снижен
срок жизни и повышена чувствительность к окислительному стрессу [167]. 

Ряд исследователей отмечают регуляторную функцию DJ-1 на уровне
транскрипции: этот белок способен связываться с различными ядерными белками
и способствовать “выключению” апоптоза и усилению ответа клетки
на окислительный стресс [175]. 

У дрозофил утрата функции DJ-1 вызывает те же признаки, что и мутации
генов паркин и PINK1 [171], причем DJ-1 может частично компенсировать
утрату белка PINK1, что указывает на расположение DJ-1 дистальнее PINK1
в метаболической цепи. При этом DJ-1 не может компенсировать мутации гена
паркина, поэтому DJ-1 не может располагаться сразу вслед за PINK1, или между
PINK1 и паркином, или сразу вслед за паркином. Авторы предполагают, что белок
DJ-1 определяет метаболический путь, параллельный пути PINK1/паркин,
и между этими цепями существует своего рода конвергенция [171]. 

Недавно было показано, что паркин, PINK1 и DJ-1 образуют комплекс
в культурах клеток нейробластомы SH-SY5Y b HEK293 и в лизатах мозга
человека [176]. Этот комплекс, локализованный в митохондриях и в цитоплазме,
обладает убиквитин-лигазной активностью и играет важную роль
в убиквитин-протеасомной деградации неправильно свернутых и агрегированных
белков – субстратов паркина, среди которых – собственно паркин и синфилин-1.
В условиях усиленной экспрессии PINK1 ускоряется деградация паркином
(в составе комплекса) неправильно свернутых белков, индуцированных действием
теплового шока. Напротив, у БП-патогенных мутантов по паркину и PINK1
наблюдается уменьшение убиквитинирования эндогенного паркина и увеличение
накапливающихся аберрантных форм субстратов паркина [176]. Вероятно, белки
PINK1 и DJ-1 в составе комплекса регулируют убиквитин-лигазную активность
паркина и обеспечивают протеасомную деградацию неправильно свернутых белков. 
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Li и Guo предлагают несколько моделей функционирования такого комплекса
в связи с различной компартментализацией его компонентов [177]. Возможно,
в случае окислительного стресса паркин и DJ-1, локализованные в цитоплазме,
связываются с PINK1, которая, по последним данным, “заякорена” на внешней
стороне внешней мембраны митохондрий [177]. После этого “запускаются”
механизм полиубиквитинилирования и последующей протеасомной деградации
белков-субстратов паркина и процесс фрагментации митохондрий. Другая модель
предполагает высвобождение при стрессе PINK1 из митохондрий. В этом случае
происходит отщепление части молекулы этого белка, которая вместе с DJ-1
присоединяется к паркину и повышает его лигазную активность, так что
полиубиквитинилирование идет не на поверхности митохондрий, а в цитозоли.
При этом целостность митохондрий также нарушается. Авторы допускают и такой
вариант, при котором комплекс трех белков может образовываться и работать
в цитоплазме, а механизм регуляции целостности и функции митохондрий
осуществляется PINK1 и паркином независимо [177].

4.5. Мутации гена LRRK2.
Новый локус PARK8, связанный с аутосомно-доминантной формой БП,

был открыт в 2002 году [178], а два года спустя появились сообщения
о соответствующем гене [179, 180]. Кодируемый этим геном белок LRRK2
(Leucine-rich repeat kinase 2) относится к семейству киназ, имеющих
повторяющиеся последовательности, богатые лейцином (LRR-области) [181, 182].
Еще одно название этого белка – дардарин (от баскского слова “дрожать”, так как
заболевание, связанное с мутацией гена LRRK2, распространено среди басков).
К LRRK2 приковано внимание многих исследователей, поскольку мутации
гена LRRK2 характерны не только для БП с аутосомно-доминантным
наследованием, но также и для спорадической формы заболевания,
и патологические признаки при этом идентичны [183]. Кроме того, LRRK2 –
мультидоменный белок, в котором наряду с киназным есть GTPазный домен
[184, 185]. LRRK2 и его гомолог LRRK1 [186] – единственные ферменты,
обладающие одновременно киназной и GTPазной активностью. Последние,
как известно, играют ключевую роль в регуляции внутриклеточных процессов,
а мутации, вызывающие БП, затрагивают именно эти домены.

LRRK2 находится в основном в цитоплазме, но также может быть
ассоциирована с мембранными и везикулярными структурами клетки, в том числе
и с митохондриями [187, 188]. Субклеточное фракционирование показывает,
что в мозге грызунов 10% всей LRRK2 связано с внешней мембраной митохондрий
[187, 188]. Возможно (хотя экспериментально это еще не доказано), она может
фосфорилировать те же субстраты, что и PINK1 (тау, a-синуклеин и собственно
PINK1) [189].

Данные о мутациях, затрагивающих киназный домен, несколько
противоречивы, возможно, из-за различных способов определения активности
фермента в разных исследовательских группах и использования различных
субстратов [183]. Однако, тот факт, что мутации, затрагивающие эту область,
приводят к повышению киназной активности и усиленному автофосфорилированию
LRRK2 [184, 185], открывает новые пути для поиска терапевтических средств –
специфических ингибиторов LRRK2. Сверхэкспрессия мутантных форм этого
белка вызывает дегенерацию нейронов коры у мышей [190-192], причем мутации,
повышающие киназную активность, способствуют уменьшению длины нейритов
и ветвления нейронной сети in vivo и in vitro (в культурах клеток и у грызунов).
Напротив, дефицит LRRK2 увеличивает ветвление и длину нейритов [193]. 

Идентификация субстратов LRRK2 могла бы пролить свет на механизмы БП.
По-видимому, к субстратам этого белка принадлежит ряд белков цитоскелета.
Экспрессия мутантной LRRK2 вызывает образование в нейронах заметных
фосфо-тау-положительных включений, колокализованных с маркерами лизосом,
и ускоренный апоптоз [193]. Известно, что гиперфосфорилирование тау-белка
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приводит к образованию агрегатов и отмиранию нейронов при многих
нейродегенеративных заболеваниях [194]. Возможно, тау – молекулярная мишень
для киназной активности LRRK2. Эти два белка расположены рядом
во включениях, хотя прямое фосфорилирование тау LRRK2 в опытах in vitro
не показано [193]. Появились экспериментальные данные о том, что субстратом
LRRK2 может быть белок моэзин, играющий связующую роль между цитоскелетом
и цитоплазматическими мембранами, а также другие белки этого семейства –
эзрин и радиксин [195]. Опыты на культуре клеток трансгенных мышей
свидетельствуют о возможной роли фосфорилирования этих белков LRRK2
в формировании актинового цитоскелета в морфогенезе нейронов в [196],
а очищенный фермент из мозга быка специфически фосфорилирует b-тубулин
[197], что также подтверждает роль LRRK2 в регуляции стабильности цитоскелета.

В качестве возможных физиологических субстратов, фосфорилирующихся
LRRK2, были также идентифицированы некоторые белки из семейства MAPKK
(Mitogen-Activated Protein Kinase kinases), участников сигнального каскада [198],
и белок регуляции трансляции 4Е-ВР (initiation factor 4E-binding protein) [199].

БП-специфические мутации, затрагивающие GTPазный домен LRRK2
[200, 201], в отличие от мутаций киназного домена, приводят к снижению
соответствующей активности. При определенных мутациях не меняется сродство
GTP к ферменту, но уменьшается скорость его гидролиза. Несколько групп
исследователей показали, что некоторые мутации, затрагивающие GTPазный
домен LRRK2, приводящие к невозможности связывания GTP, вызывают
существенное снижение киназной активности фермента, что, вероятно,
свидетельствует о функциональной связи между двумя каталитическими
способностями LRRK2 [183].

LRRK2, экспрессирующаяся в клеточной культуре, ассоциирует с паркином,
и доля клеток со сверхэкспрессией LRRK2, содержащих белковые агрегаты,
существенно увеличивается при коэкспрессии паркина [191]. Кроме того, паркин
ускоряет убиквитинирование агрегированного белка. Авторы этого исследования
делают вывод о механизме “усиления функции” в LRRK2-опосредованном
патогенезе БП и предполагают, что LRRK2 может быть вовлечена в тот же
патогенный метаболический путь, что и паркин [191]. В экспериментах
моделирования БП на нематодах Caenorhabditis elegans [202] и на дрозофилах
[203] была установлена способность LRRK2 взаимодействовать с паркином,
DJ-1 и с PINK1.

LRRK2 может связываться с шаперонами, например, с белками теплового
шока Hsp 90 и Hsp70, а также с CHIP (Carboxyl terminus of Hsp70-Interacting
Protein), убиквитинирующим LRRK2 и способствующим ее протеасомной
деградации [204]. Более того, белок Hsp 90 препятствует этой деградации,
что позволяет говорить о механизме регуляции стабильности LRRK2 [205].

Ещё один белок, взаимодействующий с LRRK2, - FADD (Fas-Associated
protein with Death Domain), адапторный белок, участвующий в передаче сигналов
апоптоза. Ингибирование FADD предотвращает опосредованную LRRK2 гибель
нейронов в клеточных культурах, что указывает на прямую связь между
дегенерацией нейронов, вызванной LRRK2, и активацией апоптоза [206]. LRRK2
взаимодействует и с фосфопротеинами семейства DVL1-3 (Dishevelled 3),
ключевыми компонентами регуляторного комплекса Wnt (Wingless/Int) [207],
что свидетельствует о возможном участии LRRK2 в сигнальных путях,
определяющих рост и направленность аксонов, образование синапсов
и функционирование нейронов. Эти результаты существенны для понимания
патогенеза БП и поиска новых терапевтических подходов. 

4.6. Мутации гена Omi/HTRA2.
Митохондриальная олигомерная сериновая протеаза Omi/HtrA2

(High temperature requirement protein A2) кодируется ядерной ДНК и содержит
трипсиноподобный протеазный домен и С-концевой регуляторный PDZ домен
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(от начальных букв названий белков: postsynaptic density 95, PSD-95; discs large;
zonula occludens-1, ZO-1), отвечающий за связывание С-концевых пептидов
белков-мишеней и регуляцию протеазной активности [208]. Фермент локализуется
в межмембранном пространстве митохондрий и высвобождается в цитоплазму
в ответ на различные проапоптозные стимулы [209]. В цитоплазме он может
индуцировать каспазный каскад или механизмы каспазонезависимого апоптоза
[208, 210]. В неапоптотических клетках протеолитическая активность
HTRA2 необходима для поддержания митохондриального гомеостаза, о чём
свидетельствуют эксперименты Jones и соавторов на mnd2-мутантных мышах
[211] и Martins и соавторов на HTRA2-нокаутных мышах [24]. У мышей
с выключенным геном HTRA2 отмечено угнетение нейронов в полосатом теле,
что приводит к раннему развитию нейродегенеративного заболевания
с паркинсоническими симптомами и гибели животных примерно на 30-й день
после рождения. 

Идентификация специфической гетерозиготной миссенс-мутации p.Gly399Ser
гена Omi/HtrA2 у пациентов со спорадической формой БП послужила прямым
доказательством связи нарушения функции HTRA2 с развитием заболевания [23].
Мутация затрагивала С-концевой PDZ домен HTRA2 и вызывала увеличение
протеазной активности HTRA2.

В экспериментах на устойчивой линии трансфицированных клеток
БП-специфическая мутация p.Gly399Ser HTRA2 (и сверхэкспрессия HTRA2)
существенно снижала протеолитическую активность, вызывала набухание
митохондрий, снижение мембранного потенциала митохондрий и ускоряла
стауроспорин-индуцированную гибель клеток [209].

Другая БП-специфическая мутация HTRA2 в том же функциональном
PDZ домене p.Arg404Trp вызывала утрату протеазной активности [212]. 

По сообщению Plun-Favreau и соавт., существуют регуляторные
взаимодействия между протеазой HTRA2 и вышеописанным ассоциированным
с наследственной формой БП белком – киназой PINK1; оба эти фермента
являются компонентами одного стресс-зависимого сигнального пути [213].
При PINK1-зависимой активации МАР-киназного пути митоген-активируемой
протеинкиназы р38 наблюдается фосфорилирование HTRA2 по остатку,
расположенному близко к участку, мутации в котором характерны для БП.
У пациентов с БП с мутациями по гену PINK1 фосфорилирование HTRA2
снижено. Эти результаты позволяют предположить, что PINK1-зависимое
фосфорилирование HTRA2 влияет на протеолитическую активность последней,
увеличивая таким образом устойчивость клеток к окислительному стрессу [213].

В модельных экспериментах по эктопической экспрессии мутантных генов
при развитии глаз у Drosophila melanogaster установлена связь между четырьмя
ответственными за митохондриальную целостность и защиту клетки от стресса
белками: HTRA2/Omi, PINK1, паркином и впервые открытой БП-асоциированной
протеазой Rhomboid-7 [214]. С использованием биохимического и генетического
подходов удалось доказать, что в регуляторной цепочке HTRA2 действует вслед
за PINK1 и независимо от гена паркина, тогда как ген Rhomboid-7 влияет на PINK1,
паркин и HTRA2. Белок PINK1 активирует HTRA2 и паркин. Белок Rhomboid-7
находится в начале сигнального пути, отщепляя пептидные фрагменты
от белков-предшественников PINK1 и HTRA2 и влияя таким образом
на локализацию этих ферментов: отщепление трансмембранного домена приводит
к высвобождению изначально “заякоренных” в митохондриальной мембране PINK1
и HTRA2 в межмембранное митохондриальное пространство и в цитоплазму. 

Поскольку Rhomboid-7 – достаточно консервативный белок, гомологичный
белку PARL (митохондриальной ромбоидной протеазе человека), вероятно,
что регуляция митохондриальных белков и целостности митохондрий в патогенезе
БП происходит по тому же самому механизму, что заставляет обратить внимание
на PARL как на возможную новую терапевтическую мишень в лечении БП [214].
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4.7. Мутации гена UCH-L1.
Убиквитин-С-концевая гидролаза L1 (UCH-L1) – фермент, специфичный

для нейронов мозга: его содержание в ткани мозга составляет 1-2% от общего
содержания белков, в то время как в других тканях он практически отсутствует
[215, 216]. С использованием скрининга генов-кандидатов в 1998 году была выявлена
гетерозиготная 193М мутация гена UCH-L1 у пациентов с аутосомно-доминантной
БП [215]. UCH-L1 – типичная цистеиновая гидролаза, содержащая остатки
цистеина, гистидина и аспарагиновой кислоты в активном центре и катализирующая
гидролиз С-концевых эфиров и амидов убиквитина [217, 218]. Помимо
гидролазной, фермент обладает также лигазной активностью и может
катализировать присоединение убиквитина к лизиновому остатку белков
или к другой молекуле убиквитина. Лигазная активность характерна для димерной
формы фермента [220]. Биологическая функция UCH-L1 и ее субстраты in vivo
долгое время оставались загадкой; неясно было даже, является ли этот белок
истинным ферментом, так как активность его в опытах in vitro была значительно
ниже активности других известных гидролаз или лигаз [220]. Данные
рентгеноструктурного анализа позволили говорить об UCH-L1 как о жёстко
регулируемом ферменте, энзиматическая активность которого существенно
изменяется после связывания субстрата [216].

Существуют противоречивые литературные данные о связи между
полиморфизмом (S18Y) гена UCH-L и выраженностью признаков БП [218-223].
Сопоставление многочисленных данных свидетельствует в пользу того, что
генетическая вариабельность гена UCH-L играет существенную роль в развитии
идиопатической БП с поздним началом [224]. В случае подтверждения этой
гипотезы ген UCH-L и кодируемый им фермент могут служить молекулярными
мишенями для терапии БП.

По-видимому, ключевая роль этого фермента in vivo состоит в отщеплении
убиквитина от его аддукта с белком-мишенью, который затем подвергается
протеасомной деградации. Поэтому мутантные формы UCH-L1 приводят
к увеличению дефектных белков и дефициту мономеров убиквитина, необходимых
для элиминации остальных неправильно свернутых белков [215]. Ингибирование
UCH способствует дегенерации дофаминергических нейронов и формированию
включений в клетках культуры ткани мозга крыс [225]. Lowe и соавторы,
исследовавшие аутопсический материал, полученный от больных БП и другими
нейродегенеративными расстройствами, отметили присутствие UCH в тельцах
Леви [226]. Мутации UCH-L1 (утрата участка из 42-х аминокислот, включая
существенные для активности аминокислотные остатки) обнаружены у мышей
линии gad (gracile axonal dystrophy), отличительными чертами которых являются
сенсорная и моторная атаксия, дегенерация аксонов и формирование сферических
включений в нервных окончаниях [227]. 

Эксперименты Liu и соавторов на культуре клеток показали, что добавление
UCH-L1, особенно её мутантных форм, ассоциированных с БП, вызывало
накопление в клеткахa-синуклеина, к которому присоединялись полиубиквитиновые
цепи, – эффект, который не может объясняться гидролазной активностью
фермента и протеасомной деградацией, а связан с убиквитин-лигазной
активностью димера фермента [220]. Для полиморфного варианта UCH-L1,
отличающегося пониженным риском заболевания БП (S18Y), была характерна
сниженная лигазная, но сравнимая с диким типом фермента гидролазная
активность, и аккумуляция a-синуклеина в этом случае не наблюдается.
Таким образом, обе активности этого фермента могут играть существенную роль
в патогенезе БП [220]. 

4.8. Мутации гена POLG.
POLG (ДНК-полимераза гамма) – фермент, функция которого связана

с репликацией и репарацией мтДНК. POLG человека выделена из клеток
культуры HeLa практически в гомогенном виде [228] и представляет собой
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гетеродимер, состоящий из каталитической субъединицы 140 кДа, обладающей
ДНК- полимеразной и 3'-5'-экзонуклеазной активностью, и вспомогательной
субъединицы 54 кДа, функция которой неизвестна. Как и другие ферменты
репликации мтДНК, ДНК-полимераза гамма кодируется ядерным геномом.
Мутации POLG выявлены у пациентов, страдающих прогрессивной внешней
офтальмоплегией с аутосомно-доминатным или рецессивным типом наследования
и довольно ранним началом, с возрастом сопровождающейся симптомами БП
[229-231]. У таких больных было снижено накопление дофамина в полосатом теле,
и лечение их препаратами леводофа и агонистами дофамина давало
хорошие результаты [230-232]. Гистологические и молекулярно-биологические
исследования аутопсийного материала пациентов показали угнетение
дофаминергических нейронов черной субстанции мозга и множественные делеции
митохондриальной ДНК [229, 233]. Такие делеции наблюдались у пациентов
с БП и при старении и коррелировали с нарушением работы дыхательной цепи
митохондрий [232-234]: в частности, снижена была активность комплексов
дыхательной цепи, содержащих субъединицы, кодируемые мтДНК [232, 235]. 

Ген каталитической субъединицы POLG человека содержит тринуклеотидную
микросателлитную CAG повторяющуюся последовательность, кодирующую
полиглутаминовый фрагмент вблизи N-концевого участка белка. Хотя увеличение
CAG-повторов характерно для некоторых нейродегенеративных заболеваний,
у пациентов с БП не было выявлено изменений в CAG-участках, связанных
с модификацией мтДНК [236]. Тем не менее, была продемонстрирована роль
POLG в регуляции синтеза, репликации и репарации мтДНК [237], и многие
исследователи связывают мутации POLG с нарушением клеточного дыхания
и сопутствующим избирательным угнетением нейронов определенных отделов
мозга при старении и БП [34, 42, 231].

4.9. Мутации других генов, приводящие к БП.
В последнее время усилия многих исследователей направлены на выявление

возможной связи с БП полиморфизма ряда генов-кандидатов [56, 238-242].
Показана достоверная ассоциация с риском развития БП полиморфных локусов
генов моноаминоксидазы (МАО) В [56, 238], глутатион S-трансферазы [56, 242],
N-ацетилтрансферазы 2 [56], индуцибельной синтазы оксида азота [239-241]
и некоторых других ферментов. 

Из двух изоформ (А и В) МАО, ключевого фермента метаболизма
дофамина, лишь для гена МАО В была установлена достоверная ассоциация с БП
полиморфизма интрона 13 с заменой одного нуклеотида, при этом эффект был
заметно более выражен у женщин (ген МАО расположен на Х-хромосоме) [238].

Для гена индуцибельной синтазы оксида азота, фермента, катализирующего
реакцию образования NO, избыток которого вызывает окислительный стресс и
митохондриальные нарушения в нейронах мозга, была показана обратная
ассоциация полиморфизма экзона 22 с риском БП [239, 240]. Была также
обнаружена значимая обратная ассоциация курения и вероятности заболевания
паркинсонизмом у тех, кто не несет аллель повышенного риска БП, но у носителей
этого аллеля значимость этой корреляции уменьшалась [241].

Wider и соавторы, анализируя результаты исследований генетической
ассоциации однонуклеотидных полиморфизмов с БП, называют среди
генов-кандидатов Phactr2 (ген регулятора 2 фосфатазы и актина) [243].

Отмечена значимая ассоциация с дебютом болезней Паркинсона и
Альцгеймера полиморфизма генов глутатион S-трансферазы омега-1 и глутатион
S-трансферазы омега-2, ферментов, играющих важную роль в обезвреживании
экзогенных и эндогенных токсических субстратов [244, 245].

Выявлена значимая ассоциация с БП мутаций гена, кодирующего
лизосомную глюкоцереброзидазу; недостаточность этого фермента приводит
к болезни Гоше, связанной с накоплением в лизосомах глюкоцеребрзида [246].
Поскольку существуют варианты болезни Гоше, не связанные с симптомами
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паркинсонизма, однозначного объяснения эта ассоциация пока не находит.
Некоторые авторы считают, что накопление глюкоцереброзида может нарушать
процессы деградации белков или сродство липидов к a-синуклеину, что приводит
к накоплению a-синуклеина в цитоплазме и образованию агрегатов [247].

Сравнительный генетический анализ пациентов с БП и здоровых людей,
а также исследования клеточных линий показали, что мутации, ассоциированные
с БП, характерны для гена NR4A2, кодирующего фактор регуляции транскрипции,
играющий важную роль в дифференциации дофаминергических нейронов чёрной
субстанции. Мутации NR4A2 вызывали дисфункцию дофаминергических путей,
влияя, в частности, на транскрипцию гена, кодирующего тирозингидролазу [248].

Большое количество мутаций митохондриальных ДНК, которые могут
нарушать функционирование ферментов дыхательной цепи, – отличительная черта
дофаминергических нейронов среднего мозга пациентов с БП. Поэтому интерес
исследователей вызывает генетический полиморфизм факторов регуляции
транскрипции мтДНК. Противоречивые результаты получены для гена TFAM,
кодирующего митохондриальный фактор транскрипции А (Tfam) – ключевой
белок, регулирующий транскрипцию, репликацию и репарацию мтДНК. С одной
стороны, исследования генетического полиморфизма довольно большой выборки
больных БП (250 человек) в сравнении со здоровыми пациентами (225 человек)
показали, что мутации TFAM не связаны с риском заболевания БП [249].
В то же время, у мышей с нокаут-мутацией по гену TFAM наблюдали снижение
экспрессии мтДНК и нарушения работы дыхательной цепи в дофаминергических
нейронах среднего мозга, что, в свою очередь, приводило к паркинсоническому
фенотипу, формированию характерных для БП внутриклеточных включений,
содержащих митохондриальные белки и мембранные компоненты, и отмиранию
дофаминергических нейронов [250].

Таким образом, приведенные данные показывают, что большинство
рассмотренных генов-кандидатов предрасположенности к БП кодирует белки,
имеющие отношение к функционированию митохондрий и ответу организма
на окислительный стресс, что подтверждает патофизиологическую значимость
митохондриальных нарушений при БП.

5. ПРОТЕОМНЫЙ И ГЕНОМНЫЙ АНАЛИЗ БОЛЕЗНИ ПАРКИНСОНА. 
Протеомный и геномный анализ аутопсийных образцов мозга больных БП,

а также мозга животных с экспериментальным паркинсонизмом позволил
выявить изменения экспрессии ряда белков, в том числе и митохондриальных
[150, 251-266]. Basso и сотрудники сравнили профили белков в аутопсийных
образцах черной субстанции больных БП и пациентов без данной патологии.
Из 44-х идентифицированных белков у 9-ти исследователи обнаружили
количественные различия между двумя группами. Нейрофиламенты (лёгкие и
средние цепи) присутствовали у больных БП в меньшем количестве, в то время как
пероксиредоксин II, митохондриальный комплекс III, ATP-синтаза (D цепь),
комплексин I, профилин, дельта-субъединица кальциевых каналов L-типа и белки,
связывающие жирные кислоты, – в существенно большем количестве.
Эти результаты подтверждают мнение о роли окислительного стресса в патогенезе
БП (что иллюстрируется сверхэкспрессией митохондриальных белков и белков,
ответственных за удаление активных форм кислорода) и о возможном механизме
усиления афферентных сигналов, ведущих к дегенерации дофаминэргических
нейронов [251, 252]. 

Werner и соавторы, сравнивая протеомные профили substantia nigra больных
БП и контрольной группы, обнаружили, что из 37 идентифицированных белков
16 экспрессировались по-разному. Среди них – участники метаболизма железа
(H-ферритин) и глутатион-зависимых окислительно-восстановительных процессов
(глутатион-S-трансферазы GST M3, GST P1, GST O1, белок SH3BGRL). Выявлены
отличия в экспрессии многих глиальных белков (GFAP, GMFB, галектин-1,
сорцин), а также в экспрессии белков, относящихся к метаболическим путям,

ФУНКЦИИ МИТОХОНДРИЙ ПРИ БОЛЕЗНИ ПАРКИНСОНА

265



редко упоминающимся в связи с БП (аденозилгомоцистеиназа (метилирование),
альдегиддегидрогеназа 1, клеточный ретинол связывающий белок 1 (метаболизм
альдегидов)). Группа отличающихся в норме и при патологии белков также
включала аннексин V, кофактор А бета-тубулина, CLP (coactosin-like protein)
и субъединицу 1 АТРазы V-типа.

Одинаково экспрессируются в черной субстанции больных БП и людей
без данной патологии следующие белки, выполняющие базовые клеточные
функции: COX5A, Rho GDI альфа, актин гамма 1, креатинкиназа B,
лактатдегидрогеназа B, дисульфидизомераза ER-60, Rab GDI бета,
метилглиоксалаза 1, глутаминсинтетаза. Как ни странно, даже известные
маркеры наследственной БП белки DJ-1 и UCH-L1 экспрессировались одинаково.
Это позволило сделать вывод, что нарушения в экспрессии белков в клетках
чёрной субстанции при БП затрагивают гораздо больше белков, чем считалось
ранее, что указывает на гетерогенный характер патогенеза этого заболевания.
Кроме того, нарушение функций некоторых белков, наблюдающееся в случае
наследственной БП, необязательно для идиопатической формы БП [266]. 

Исследования экспрессии белков в клетках пораженных органов
человека не дают возможности увидеть изменения на ранних стадиях
заболевания, до появления характерной симптоматики. С этой точки зрения
интерес представляют эксперименты по моделированию БП на трансгенных
животных и клеточных культурах. Протеомные исследования модели БП
у Drosophila, экспрессирующих ген a-синуклеина с миссенс-мутацией A30P,
на пресимптоматической, ранней и выраженной стадии заболевания
выявили количественные отличия в экспрессии 49-ти белков. Авторы показали,
что изменения в протеоме коррелируют с изменениями, выявленными
ранее в транскриптоме тех же модельных животных. 44% изменённых
транскриптов проявлялись в виде измененных белков. Однако для многих
генов изменения в экспрессии наблюдаются только на уровне транскриптов
либо белков. Протеомные исследования позволяют сделать вывод, что нарушения
синтеза группы белков, связанных с актиновым цитоскелетом (7 белков)
и функционированием митохондрий (8 белков), выявляемые на ранних стадиях
заболевания, могут обуславливать развитие симптомов БП на поздних стадиях
[254, 261]. 

Periquet и соавторы с помощью протеомного исследования изучали роль гена
паркин в патогенных механизмах преклинических стадий БП на модельных
мышах с нокаут-мутацией по этому гену [150]. Было идентифицировано 87 белков,
и различие в их количестве в мозге контрольных и нокаутных по паркину
мышей составляло не менее 45%. Большинство из них принадлежали
к группе белков, определяющих энергетический метаболизм. Уровни белков,
ответственных за детоксикацию, защиту от стресса (шаперонов) и компонентов
убиквитин-протеасомного пути также были изменены, что свидетельствует
о включении адаптивных механизмов, направленных на удаление активных
форм кислорода и накапливающихся поврежденных белков в тканях мозга
нокаутных по паркину животных. Повышение уровня нескольких белков
семейства мембран-ассоциированных гуанилаткиназ и нескольких септинов,
включая субстрат паркина CDCRel-1 (cell division control related protein 1), может
объяснять нарушения в высвобождении нейротрансмиттеров, ранее обнаруженное
у нокаутных по паркину мышей. Эти результаты свидетельствуют о возможных
компенсаторных механизмах, защищающих дофаминергические нейроны
от гибели у нокаутных по паркину мышей и помогают понять доклинические
нарушения, обнаруженные при БП, обусловленных мутацией гена паркина [150].
Другие авторы, также изучавшие протеомные профили у дефицитных
по паркину мышей, обнаружили уменьшение количества белков, ответственных
за функционирование митохондрий и ликвидацию последствий окислительного
стресса [256]. 
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В экспериментах Diedrich и соавторов протеомные методы были
использованы для исследования воздействия сверхэкспрессии трансмембранного
белка, ответственного за адгезию клеток, - L1cam (L1 cell adhesion molecule) -
в MPTP-индуцированной модели паркинсонизма у контрольных и
L1cam-трансгенных мышей [253]. Сравнение протеомных профилей подвергнутых
действию MPTP контрольных и трансгенных животных показало, что у контрольных
животных под воздействием MPTP кратковременно уменьшилось количество
митохондриальных, гликолитических и цитоскелетных белков, а через некоторое
время их число вернулось к исходному уровню. У L1cam-трансгенных животных
под воздействием MPTP в острой фазе оказалось затронуто гораздо большее
количество белков, и эти изменения даже усугубились в стадии восстановления.
Количество многих белков, вовлеченных в окислительное фосфорилирование,
уменьшилось, в то время как количество гликолитических ферментов возросло,
что свидетельствует о более длительном и сильном воздействии MPTP
на процессы выработки энергии в клетке у L1cam-трансгенных мышей [253]. 

Chin и соавторы использовали сочетание протеомных и транскриптомных
подходов для изучения нарушений в полосатом теле мозга мышей при
использовании двух моделей БП (МРТР- и метамфетамин-индуцированной).
Протеомные методы позволили обнаружить значимые количественные изменения
86-ти белков в результате действия нейротоксинов. Параллельно с этим анализ
с использованием ДНК-микрочипов выявил существенные изменения синтеза
мРНК 181 гена. Функциональный анализ белков, обнаруженных с помощью
этих двух независимых методов, позволил выделить следующе группы:
митохондриальная дисфункция, ответ на окислительный стресс, апоптоз [263]. 

Zhang и соавторы использовали МРТР-индуцированную модель БП
у мышей с применением протеомных методов для изучения изменений
белковых профилей в различных отделах мозга: полосатом теле, мозжечке,
коре и остальных отделах. Всего после воздействия МРТР авторы обнаружили
изменения в количестве 518 белков, причём 270 из них принадлежали к белкам
полосатого тела и “остальной” части мозга (содержащей в своём составе
чёрную субстанцию), что подтверждает поражение именно этих отделов мозга
при БП. Большинство обнаруженных изменений касается белков, ответственных
за передачу дофаминергических сигналов, функции митохондрий, убиквитиновую
деградацию, кальциевую сигнальную систему, ответ на окислительный стресс
и апоптоз [265]. 

В нашей лаборатории протеомные методы были использованы
для исследования взаимодействия белков мозга мышей и крыс с изатином
(индолдион-2,3) - эндогенным регулятором, обладающим широким спектром
метаболического и фармакологического действия [267], включая торможение
эффектов МРТР у мышей [268]. Среди идентифицированных белков были
обнаружены ферменты, функция и/или экспрессия которых меняется при
различных нейродегенеративных заболеваниях, включая экспериментальный
паркинсонизм [269, 270]. К их числу относится дигидролипоамиддегидрогеназа
[269, 270], фермент, входящий в состав митохондриальных пируват- и
a-кетоглутаратдегидрогеназных комплексов.

На модели БП, индуцированной у крыс введением катехоламинергического
нейротоксина 6-гидроксидофамина, De Iuliis и сотрудники с помощью протеомных
методов идентифицировали 2 белка (a-енолазу и b-актин), экспрессия которых
в чёрной субстанции и стриатуме изменялась по сравнению с контролем [257]. 

Исследование протеомных профилей митохондрий мозга крыс,
подвергавшихся действию ДОФА-хинона, вызывающего избирательную
дегенерацию дофаминергических нейронов, позволило выявить потерю ряда
специфических белков, вызванную этим воздействием. К их числу относятся
митохондриальная креатинкиназа, митофилин, морталин, 75кДа субъединица
NADH-дегидрогеназы и супероксиддисмутаза 2 [262]. 
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Pennington и соавторы изучали особенности протеома митохондрий
созданной ими линии клеток нейробластомы, экспрессирующих A53T-мутантный
a-синуклеин человека (мутация, ассоциированная с БП), в сравнении с теми
же клетками, экспрессирующими a-синуклеин дикого типа. В мутантных клетках
была нарушена экпрессия 23-х белков – интегральных компонентов митохондрий,
вовлеченных в процессы синтеза АТР, окисления-восстановления, двигательной
активности клетки, метаболизма углеводов, транскрипции и фолдинга белков [264]. 

Jin и соавторы исследовали клеточную культуру MES (дофаминергические
клетки, способные формировать включения, подобные тельцам Леви,
после обработки ротеноном) с использованием протеомного метода SILAC
(stable isotope labeling by amino acids in cell culture), принцип которого подробно
описан в [271], в сочетании с электрофоретическими, хроматографическими и
масс-спектрометрическими подходами. Сравнивая протеомные профили
интактных и подвергшихся действию ротенона клеток, авторы обнаруживают
значимые изменения в экспрессии 110-ти из 950 идентифицированных ими
митохондриальных белков. Для нескольких белков эти изменения под действием
ротенона подтверждены независимыми методами (конфокальная микроскопия,
вестерн-блоттинг) [260].

Изучение профилей экспрессии генов при БП с помощью сравнения
набора транскриптов с использованием ДНК-биочипов также помогает понять
патогенез этого заболевания [272-275]. Исследуя разные отделы мозга больных
и контрольных пациентов, Bossers и соавторы обнаружили изменения
в 287 определённых транскриптах в черной субстанции, 16 в хвостатом ядре
и 4 в putamen, что свидетельствовало об уменьшении обеспечения
нейротрофического действия и стимуляции ветвления аксонов черной субстанции
при БП [272]. 

Используя лазерные ультратонкие микросрезы, позволяющие изучать
единичные дофаминергические нейроны чёрной субстанции, Simunovic и соавторам
удалось получить профили экспрессии генов пациентов с идиопатической формой
БП в сравнении с контрольными,. Полученные результаты свидетельствуют о том,
что в патогенезе БП затронуты гены семейства PARK, гены апоптоза, рецепторов
нейротрансмиттеров и рецепторов ионных каналов [273]. 

Mandel с сотрудниками, впервые применив в 2005 году метод
ДНК-микрочипов для исследования профилей экспрессии генов чёрной
субстанции пациентов со спорадической БП, обнаружили уменьшение экспрессии
68 и увеличение экспрессии 69 генов [274]. Классификация по функциональным
группам показала, что гены, экспрессия которых заметно уменьшалась при БП,
кодировали белки, участвующие в передаче сигнала, деградации белков
(компоненты убиквитин-протеасомной системы), метаболизме дофаминергических
нейронов, транспорте ионов, фосфорилировании и других модификациях
белков и в гликолизе. Повышение уровня экспрессии было характерно
для генов, кодирующих белки, участвующие в процессах клеточной адгезии
и поддержания цитоскелета, модификации белков, белкового метаболизма и
транскрипции, воспаления и гипоксии, компоненты внеклеточного матрикса,
белки клеточного цикла. Это исследование впервые подтвердило корреляцию
между патогенетическими процессами, характерными для наследственных и
спорадических форм БП [274, 275]. 

На основе метода учёта маркерных экспрессирующихся последовательностей
(EST, expressed sequence tags), анализа результатов геномных и протеомных
исследований Yang и соавторы создали базу данных, включающую 2698 генов,
связанных с БП (экспрессия которых в substantia nigra отличается у здоровых
людей и страдающих БП пациентов) [276]. Эти данные (доступные по адресам
http://bioportal.kobic.re.kr/PDbase и http://bioportal.kobic.re.kr/PDbase/suppl.jsp)
существенно обогащают современные взгляды на молекулярные механизмы
патогенеза БП и могут служить основой для создания биомаркеров для ранней
диагностики БП и поиска терапевтических средств для её лечения.



ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Результаты исследований последних лет позволяют
рассматривать митохондрии не только как “энергетические станции” клетки,
но также и как компартменты, где интегрируются регуляторные сигналы,
отвечающие за клеточный рост, дифференцировку, поддержание жизни или
апоптоз [277]. Митохондрии функционируют согласованно с другими клеточными
органеллами и в соответствии с различными внешними и внутриклеточными
сигналами. В митохондриях обнаружено большое количество ядерных рецепторов
и факторов транскрипции, определяющих процессы клеточного роста,
метаболизма и дифференцировки [278]. Эти факторы влияют не только
на транскрипцию ядерных, но и митохондриальных белков. Таким образом, чтобы
приспосабливаться к меняющимся условиям окружающей среды, клетке
необходимо согласовывать экспрессию геномов ядра и митохондрий.

Например, в ответ на такое патогенное действие среды, как окислительный
стресс, в дофаминергических нейронах изменяется количество митохондрий,
число копий и целостность мтДНК. Активные радикалы кислорода могут
вызывать повреждение мтДНК и других биомолекул дофаминергических
нейронов, индуцируя нарушение проницаемости митохондриальных мембран
и высвобождение таких проапоптотических факторов, как, например, цитохром с,
что неизбежно приводит к дегенерации дофаминергических нейронов. В условиях
окислительного стресса митохондриям необходимо производить больше энергии
для поддержания процессов репарации и сохранения жизнедеятельности клетки.
Поэтому сигналы, посылаемые в ядро, индуцируют пролиферацию митохондрий
и амплификацию мтДНК. Количество митохондрий в клетке контролируется
активацией кодируемых ядерной ДНК факторами транскрипции NRF1 и NRF2
(nuclear respiratory factors 1 and 2). Эти факторы регулируют экспрессию ядерных
генов, кодирующих белки митохондриальной дыхательной цепи, и многих других
генов, определяющих репликацию митохондриальной ДНК [279]. Они также
могут регулировать экспрессию митохондриального фактора транскрипции А
(Tfam), влияющего на репликацию и транскрипцию митохондриального генома
[280]. Это обеспечивает уникальный механизм сопряжения экспрессии белков,
кодируемых ядерным геномом, с транскрипцией генов мтДНК. Приведенные
выше результаты экспериментов на линии мышей с нокаут-мутацией по гену
TFAM свидетельствует в пользу гипотезы о решающем значении биогенеза
митохондрий для поддержания жизнедеятельности нейронов.

Открытия новых и новых мутаций, приводящих к симптомам БП,
исследования аутопсийного материала, эксперименты на модельных животных
и клеточных линиях, использование геномных и протеомных технологий,
позволяющих выявить тонкие различия в спектрах белков здоровых людей
и пациентов с БП, приносят все больше доказательств определяющей роли
митохондриальных нарушений в патогенезе этого заболевания. Очевидно,
что предотвращение митохондриальной дисфункции и восстановление биогенеза
митохондрий могло бы затормозить процесс развития заболевания. Понимание
механизмов взаимосвязи между различными метаболическими и регуляторными
процессами в клетке, определяющими нормальную жизнедеятельность или
гибель нейронов, их ответ на окислительный стресс, и роли митохондрий
в осуществлении этих взаимодействий позволит найти новые терапевтические
подходы, новые перспективы нейропротекции, позволяющие восстановить
нормальное функционирование нервных клеток на ранней стадии заболевания. 

Работа поддержана грантами РФФИ 09-04-00462а и 10-04-00530а. Авторы
благодарны Н.И. Бунееву за помощь в подготовке данной статьи к публикации.
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Mitochondrial structural and functional abnormalities in Parkinson’s disease and experimental
animal models of this pathology are described. Special attention is paid to the inactivation of mitochondrial
enzymes, mutations in mitochondrial and nuclear DNA, and genomic and proteomic research
of mitochondrial proteins in Parkinson’s disease and experimental parkinsonism of animals.
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