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Резюме
Цель исследования – проведение валидации результатов, полученных нами ранее в ходе анализа транскриптома 

первичной культуры макрофагов периферической крови пациентов с болезнью Паркинсона, ассоциированной с 
мутациями в гене лизосомного фермента глюкоцереброзидазы GBA (GBA-БП), в котором была выявлена сниженная 
экспрессия генов нейрогенеза EGR1 (early growth response protein 1), NR4A2 (nuclear receptor 4A2), JUNB (transcription 
factor jun-B) у пациентов с GBA-БП.

Методы и материалы. В исследование включены 14 пациентов с GBA-БП, 15 GBA-носителей, 30 пациентов с 
болезнью Паркинсона (БП) и 44 индивидуума контрольной группы. Оценка относительного уровня мРНК генов 
нейрогенеза EGR1, NR4A2, JUNB в мононуклеарах периферической крови проводилась методом количественной по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени с использованием флюоресцентных зондов TaqMan 
или флуоресцентного ДНК-красителя EvaGreen.

Результаты. Относительный уровень мРНК гена JUNB в мононуклеарах периферической крови был понижен 
в группе пациентов с GBA-БП по сравнению с контрольной группой (p=0,034). Также было выявлено, что относи-
тельный уровень мРНК гена NR4A2 в мононуклеарах периферической крови был повышен среди GBA-носителей, 
по сравнению с пациентами с GBA-БП, пациентами с БП и контролем (p=0,0029, p=0,00045, p=0,0024 соответст-
венно). Статистически значимых различий в уровне мРНК гена EGR1 между всеми исследуемых группами выявлено 
не было (p>0,05). 

Заключение. GBA-БП характеризуется пониженной экспрессией гена JUNB по сравнению с контролем и гена 
NR4A2 относительно GBA-носителей. 
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введеНие
Болезнь Паркинсона (БП) – распространенное 

мультифакторное нейродегенеративное заболева-
ние, в основе патогенеза которого лежит гибель 
дофаминергических нейронов черной субстанции 
головного мозга [1]. На сегодняшний день выяв-
лено более 90 локусов, которые ассоциированы 
с риском БП [2]. Мутации в гене GBA, кодирую-
щем лизосомный фермент β-глюкоцереброзидаза 
(GCase), являются фактором высокого риска БП с 
частотой встречаемости среди всех случаев БП от 
5 до 20 % в зависимости от популяции [3]. В гомо-
зиготном и гетерозиготном состоянии в компаунде 
мутации в гене GBA приводят к развитию самой 
распространенной лизосомной болезни накопле-
ния (ЛБН), болезни Гоше (БГ), за счет снижения 
активности лизосомного фермента GCase, и, как 
следствие, к накоплению его субстратов в лизосо-
ме и последующей лизосомной дисфункции. БП, 
ассоциированная с мутациями в гене GBA (GBA-
БП), является самой распространенной формой 
БП с известной этиологией. Но, несмотря на вы-
сокую частоту мутаций в гене GBA среди пациен-
тов с БП, мутации в данном гене обладают низкой 
пенетрантностью. БП развивается только у 10 % 

носителей мутаций в гене GBA в возрасте 60 лет, 
у 16 % в возрасте 70 лет и у 19 % в возрасте 80 лет 
[4]. Молекулярные механизмы GBA-БП остают-
ся неизвестными. Актуальность поиска триггера 
развития данной формы заболевания обусловлена 
сложностью проведения медико-генетического 
консультирования носителей мутаций. Особенно 
важна ранняя диагностика развития БП у носителей 
мутаций в гене GBA в связи с разработкой таргет-
ной терапии GBA-БП, которая в настоящее время 
проходит стадию клинических исследований [5].

Ранее мы впервые провели анализ транскрипто-
ма первичной культуры макрофагов у пациентов 
с GBA-БП и бессимптомных носителей мутаций 
в гене GBA (GBA-носители), а также в контроле с 
целью выявления потенциальных биомаркеров БП 
в группе носителей мутаций в гене GBA [6]. В ре-
зультате данного анализа нами было выявлено 
снижение дифференциальной экспрессии генов, 
вовлеченных в поддержание функций нейронов, 
в группе пациентов с GBA-БП, по сравнению с 
контрольной группой.

Цель исследования заключалась в проведении 
валидации результатов, полученных нами ранее в 
ходе анализа транскриптома первичной культуры 
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Summary
The objective of the study was to validate our previous results obtained during the transcriptome analysis of the primary 

culture of peripheral blood macrophages in patients with Parkinson’s disease associated with mutations in the GBA gene 
(GBA-PD) in that reduced expression of the neurogenesis genes EGR1 (early growth response protein 1), NR4A2 (nuclear 
receptor 4A2), JUNB (transcription factor jun-B) in patients with GBA-PD.

Methods and materials. The study included 14 patients with GBA-PD, 15 GBA-carriers, 30 patients with Parkinson’s dis-
ease (PD) and 44 persons of the control group. The assessment of relative mRNA level of neurogenesis genes EGR1, NR4A2, 
JUNB in peripheral blood mononuclear cells were carried out by real-time quantitative polymerase chain reaction (PCR) 
using TaqMan fluorescent probes or EvaGreen fluorescent DNA dye.

Results. Relative mRNA level of the JUNB gene in peripheral blood mononuclears was decreased in the group of patients 
with GBA-PD compared to controls (p=0.034). We found out that the relative mRNA level of the NR4A2 gene in peripheral 
blood mononuclears was increased in the group of patients with GBA-carriers compared to GBA-PD, patients with PD and 
controls (p=0.0029, p=0.00045, p=0.0024 respectively). There were no statistically significant differences in the mRNA 
level of the EGR1 gene between all the study groups (p>0.05).

Conclusion. GBA-PD is characterized by reduced expression of the JUNB gene compared to control and of the NR4A2 
gene compared to GBA-carriers.

Keywords: Parkinson’s disease, gene expression, neurogenesis, peripheral blood mononuclear cells

For citation: Bezrukova A. I., Basharova K. S., Miliukhina I. V., Timofeeva A. A., Senkevich K. A., Pchelina S. N., Usenko T. S. Reduced ex-
pression of neurogenesis genes as biomarkers of Parkinson’s disease associated with mutations in the GBA gene: validation of the data analysis 
of transcriptome study. The Scientific Notes of Pavlov University. 2022;29(1):37–45. (In Russ.). DOI: 10.24884/1607-4181-2022-29-1-37-45.

* Corresponding author: Anastasia I. Bezrukova, Petersburg Nuclear Physics Institute named by B. P. Konstantinov of National Research Centre «Kurch-
atov Institute», Gatchina, 123182, Russia. E-mail: bz.nastya96@gmail.com.



Bezrukova A. I. et al. / The Scientific Notes of Pavlov University Vol. XXIX № 1 (2022) P. 37–45

39

макрофагов периферической крови пациентов с 
GBA-БП, GBA-носителей и в контроле, а именно – 
в оценке уровня экспрессии генов транскрипци-
онных факторов, принимающих участие в ней-
рогенезе, EGR1 (early growth response protein 1), 
NR4A2 (nuclear receptor 4A2), JUNB (transcription 
factor jun-B) – в группах пациентов с GBA-БП, па-
циентов с БП, в группе GBA-носителей и контроле.

методы  и  матеРиалы
Характеристики групп, включенных в исследо-

вание. В исследование вошли 14 пациентов с GBA-
БП, 15 GBA-носителей, 30 пациентов с БП и 44 ин-
дивидуума контрольной группы. Клинические и 
демографические характеристики групп, вклю-
ченных в исследование, приведены в табл. 1. Все 
пациенты с БП набраны на базе клиники ФГБНУ 
«Институт мозга человека им. Н. П. Бехтеревой» 
Российской академии наук (ИМЧ РАН). Пациенты 
с GBA-БП ранее были выявлены путем скрининга 
группы пациентов с БП на две мажорные мутации 
в гене GBA (L444P и N370S) [7]. Группа GBA-носите-
лей составлена при обследовании родственников 
первого родства пациентов с БГ на базе Медико-
генетического научного центра (Москва). Мутации 
в гене GBA в данной выборке определяли методом 
прямого секвенирования. Контрольная группа 
составлена из индивидуумов, наблюдавшихся в 
консультативно-диагностическом центре Перво-
го Санкт-Петербургского государственного меди-
цинского университета им. акад. И. П. Павлова. 
С целью исключения диагноза БП и других ней-
родегенеративных заболеваний все индивидуумы 
контрольной группы и GBA-носители обследова-
лись у невролога. 

Оценка уровня экспрессии генов нейрогенеза в 
мононуклеарах периферической крови. У каждого 
индивидуума был взят образец свежей венозной 
периферической крови, из которой была получена 
мононуклеарная фракция методом градиентного 

центрифугирования в градиенте плотности рас-
твора Фиколл (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare) 
при 400 g в течение 40 мин по методике, описанной 
ранее [8], и дважды отмыта PBS («Биолот», Санкт-
Петербург) с последующим центрифугированием 
при 3000 об./мин в течение 10 мин. Тотальная РНК 
была выделена из мононуклеаров периферической 
крови с использованием набора для выделения 
РНК RNeasy Mini Kit (Qiagen, 74104, США). кДНК 
была получена методом обратной транскрипции 
с использованием набора Revert Aid First cDNA 
Synthesis kit (K1622, Thermo scientific, Литва). 
Уровень экспрессии генов нейрогенеза (EGR1, 
NR4A2, JUNB) был оценен методом количествен-
ной полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режи-
ме реального времени на приборе CFX96 (BioRad, 
США) с использованием зондов TaqMan для генов 
JUNB, NR4A2 и флуоресцентного ДНК-красителя 
EvaGreen для гена EGR1. В качестве референсных 
генов были использованы конститутивно экспрес-
сирующиеся в клетках ген RPLP0, а также ген ACTB. 
Последовательность праймеров и зондов, разрабо-
танных с помощью программы «Primer3 v. 0.4.0» 
(https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), приведена в 
табл. 2. Относительный уровень мРНК для каждого 
гена рассчитывали методом сравнения пороговых 
уровней амплификации ∆∆Ct [9].

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием встроенных пакетов «R» (версия 
4.1.2). Для оценки различий между группами исполь-
зовали тест Манна – Уитни. Значения p<0,05 счита-
ли статистически значимыми. Клинические характе-
ристики представлены в виде (среднее значение ± 
стандартное отклонение). Экспериментальные дан-
ные представлены в виде медиана (min – max). 

Результаты  иССледоваНия  
и  их  оБСуждеНие
В ходе исследования нами была оценена отно-

сительная экспрессия генов нейрогенеза (EGR1, 

Т а б л и ц а  1 

Клинические и демографические характеристики исследуемых групп

T a b l e  1

Clinical and demographic characteristics of study groups

Группа Мутации в гене GBA
(Средний возраст± 

стандартное отклонение), 
лет

(Средний возраст 
начала±стандартное 

отклонение), лет

Пол  
(мужчины:женщины)

GBA-БП (N=14) 10 
L444P/N 5 
N370S/N

(60,1±10,5) (54,8±10,2) 5:9

GBA-носители (N=15) 5 L444P/N 
6 N370S/N 

1 R159W 
1 N227S 1 
M124T 1 

L327P

(49,1±7,5) – 5:10

БП (N=30) – (59,0±10,0) (54,2±11,4) 18:12

Контроль (N=44) – (62,1±8,2) – 16:28
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NR4A2, JUNB) в мононуклеарах перифериче-
ской крови в группе пациентов с GBA-БП, GBA-
носителей, пациентов с БП и в контроле. Экспрес-
сия данных генов была снижена по результатам 
ранее проведенного нами анализа транскриптома 
первичной культуры макрофагов в группе пациен-
тов с GBA-БП по сравнению с контролем.

В нашем исследовании уровень экспрессии гена 
EGR1 в мононуклеарах периферической крови у 
пациентов с GBA-БП составил 1,87 (0,18–4,92), 
GBA-носителей – 0,65 (0,05–15,74), пациентов 
с БП – 1,06 (0,16–12,02) и в контрольной груп-
пе – 0,61 (0,04–10,79). Статистически значимых 
различий в экспрессии гена EGR1 между всеми ис-
следуемыми группами выявлено не было (p>0,05). 
Уровень экспрессии гена NR4A2 в мононуклеарах 
периферической крови у пациентов с GBA-БП 
составил 0,22 (0,01–1,61), GBA-носителей – 2,25 
(0,01–11,22), пациентов с БП – 0,30 (0,01–2,49) 
и в контрольной группе – 0,05 (0,01–8,23). Инте-
ресно отметить, что относительный уровень экс-
прессии гена NR4A2 был повышен в группе GBA-
носителей, по сравнению с группой пациентов с 
GBA-БП, группой пациентов с БП и контрольной 
группой (p=0,0029, p=0,00045, p=0,0024 соответ-
ственно) (рисунок, a). В то же время статистически 
значимых различий в уровне мРНК гена NR4A2 
между пациентами с GBA-БП и пациентами с БП 
и контролем, а также между пациентами с БП и 
контролем выявлено не было (p>0,05). Также нами 
было выявлено, что уровень экспрессии гена JUNB 
в мононуклеарах периферической крови у паци-
ентов с GBA-БП составил 0,85 (0,28–7,86), GBA-
носителей – 1,04 (0,11–6,68), пациентов с БП – 
2,64 (0,06–18,31) и в контрольной группе – 2,36 
(0,04–12,24) (рисунок, б). Уровень экспрессии гена 
JUNB был снижен в группе пациентов с GBA-БП 
по сравнению с контрольной группой (p=0,034). 
В то же время статистически значимых различий 

в относительном уровне мРНК гена JUNB между 
GBA-носителями и пациентами с БП, GBA-БП и 
контролем, а также между пациентами с GBA-БП 
и пациентами с БП выявлено не было (p>0,05). 
Также не было выявлено статистически значимых 
различий в уровне экспрессии гена JUNB в группе 
пациентов с БП по сравнению с контролем.

Гены EGR1, NR4A2, JUNB кодируют регулято-
ры транскрипции, участвующие в поддержании 
функции дофаминергических нейронов, диф-
ференцировке нейронов и нейрогенезе. Так, ген 
EGR1 кодирует белок EGR1, представляющий 
собой транскрипционный фактор, участвующий 
в регуляции ряда клеточных функций, включая 
пролиферацию клеток, апоптоз, рост клеток и пе-
редачу сигнала и воспалении [10]. Ранее мутации 
в этом гене были ассоциированы с заболеваниями, 
связанными с дисфункцией дофаминергической 
системы (БП, шизофрения) [11]. На мышиной мо-
дели БП, индуцированной 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-
тетрагидропиридином (MPTP), было показано по-
вышение уровня EGR1, который, в свою очередь, 
был ассоциирован с нейровоcпалением и гибелью 
дофаминергических нейронов в черной субстан-
ции [12]. В то же время мы показали тенденцию 
к увеличению уровня экспрессии гена EGR1 в 
группе пациентов с GBA-БП и БП по сравнению 
с контролем. Однако данные результаты не были 
статистически значимыми.

Ген NR4A2 кодирует белок NR4A2, также из-
вестный как Nurr1, который, в свою очередь, 
является членом надсемейства генов орфанных 
ядерных рецепторов и фактором транскрипции. 
В ядрах клеток центральной нервной системы он 
широко экспрессируется и необходим для раз-
вития, функционирования и нейротрансмиссии, 
выживания, дифференцировки и поддержания 
дофаминергических нейронов [13, 14]. NR4A2 так-
же влияет на экспрессию нескольких ключевых 

Т а б л и ц а  2 

Последовательность праймеров и зондов для генов, включенных в исследование

T a b l e  2

Sequence of primers and probes for genes included in the study

Ген
Нуклеотидная последовательность праймеров

прямой обратный зонд

JUNB 5'-CCCTTCTACCAC
GACGACTC-3'

5'-AGGCTCGGTTTCAGG
AGTTT-3'

5' (FAM)-CCTGGTGGCCTC
TCTCTACACG-3'(BHQ1)

NR4A2 5'-ACCAAGACCTG
CTTTTTGAATC-3'

5'-CCCATTGCAAAAGAT
GAGTTTA-3'

5' (FAM)-AGCATACAGGTC
CAACCCAGTG-3'(BHQ1)

EGR1 5'-CAGCACCTTCA
ACCCTCAG-3'

5'-CAGCACCTTCTCGTT
GTTCA-3'

–

RPLP0 5’-GATCAGGGACA
TGTTGCTGG-3’

5’-GACTTCACATGGGG
CAATGG-3’

5’(ROX)-CAATAAGGTGCC
AGCTGCTGC-3’ (BHQ2)

ACTB 5'-CGTGCTGCTGA
CCGAGG-3'

5'-ACAGCCTGGATAGCA
ACGTACA-3'

5'(HEX)-CCAACCGCGAGA
AGATGACCCAGAT-3'(BHQ2)
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белков дофаминергических нейронов, включая 
тирозингидроксилазу, переносчик дофамина, 
а также на переносчик везикулярных моноаминов 
(SCL18A2/VMAT) [15]. Предыдущие исследования 
показали связь между вариантами гена NR4A2 и 
риском и ранним возрастом начала БП [16–18]. 
Также было показано, что пациенты с БП харак-
теризуются сниженной экспрессией гена NR4A2 
[19]. В нашем исследовании мы также показали, 
что пациенты с GBA-БП характеризовались пони-
женной экспрессией гена NR4A2, по сравнению 
с неврологически здоровыми бессимптомными 
носителями мутаций в гене GBA.

Ген JUNB кодирует белок JUNB, принадлежа-
щий к семейству транскрипционных факторов 
активатора белка-1 (AP-1). AP-1 регулирует экс-
прессию генов в ответ на различные факторы, 
включая секрецию цитокинов, факторы роста, 
стресс, бактериальные и вирусные инфекции, 
пролиферацию, а также апоптоз [20]. JUNB экс-
прессируется в головном мозге в различных по-
пуляциях нейронов и необходим для дифферен-
цировки нейронов [21]. Ранее было показано, что 
гиперэкспрессия JUNB может способствовать 
защите от гибели клеток нейронов [22]. Также в 
предыдущих исследованиях была показана сни-

женная экспрессия гена JUNB в моноцитах паци-
ентов с БП в сравнении с контрольной группой 
[23]. Однако в нашем  исследовании различий в 
уровне мРНК гена JUNB в группе пациентов с БП 
и контролем выявлено не было. Но мы показали 
снижение уровня экспрессии гена JUNB в группе 
пациентов с GBA-БП по сравнению с контролем, 
предполагая роль JUNB в патогенезе БП в группе 
носителей мутаций в гене GBA. 

Таким образом, результаты анализа транскрип-
тома первичной культуры макрофагов не были 
подтверждены в отношении генов EGR1 и NR4A2 
в группе пациентов с GBA-БП, по сравнению с 
контролем, в ходе валидации результатов на по-
пуляции мононуклеаров периферической крови, 
что, возможно, связано с проведением анализа на 
другой популяции клеток, которая не подвергалась 
культивированию в присутствии колонии стиму-
лирующего фактора роста макрофагов, и также со 
статистически значимым, но относительно невы-
соким значением кратности изменения экспрес-
сии между группами и малочисленностью выборок 
исследуемых групп, включенных в анализ транс-
криптома. В ходе текущего исследования была по-
казана активация экспрессии гена NR4A2 в группе 
GBA-носителей, по сравнению как с  пациентами 

а

б

Относительный уровень мРНК в моноцитах периферической крови:  
а – гена NR4A2; б – гена JUNB

Relative mRNA level in peripheral blood monocytes: a – NR4A2 gene; б – JUNB gene
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с GBA-БП, так и БП и контролем, что может сви-
детельствовать о вовлеченности данного гена в 
протективный механизм, препятствующий запу-
ску патологических механизмов БП у носителей 
мутаций в гене GBA. 

В то же время нами были подтверждены резуль-
таты анализа транкскриптома первичной культу-
ры макрофагов периферической крови в отноше-
нии гена JUNB в группе пациентов с GBA-БП по 
сравнению с контролем. Как было сказано выше, 
молекулярные механизмы GBA-БП остаются не-
известными. Однако результаты, опубликован-
ные ранее [24], позволили выдвинуть несколько 
гипотез о возможных путях развития GBA-БП. Так, 
нами было показано, что пациенты с GBA-БП ха-
рактеризуются сниженной активностью фермен-
та GCase в крови с одновременным увеличением 
уровня соответствующего субстрата лизосфинго-
липида гексозилсфингозина (HexSph) (смесь глю-
козилсфингозина (GlcSph) и галактозилсфингози-
на (GalSph)). В аналогичном исследовании также 
было продемонстрировано снижение активности 
GCase в крови у пациентов с GBA-БП по сравне-
нию с GBA-носителями и пациентами с БП [25]. 
Также ранее нами было показано увеличение кон-
центрации олигомерного белка альфа-синуклеина 
в плазме крови у пациентов с GBA-БП, по сравне-
нию как с пациентами с БП, так и с контролем [26]. 
Интересно отметить, что JUNB и NR4A2 относятся 
к классу генов, называемых генами немедленно-
го раннего развития, которые скоординированно 
активируются в ответ на нейрональные повре-
ждения [27]. Последние данные показали, что 
гиперэкспрессия гена альфа-синуклеина (SNCA) 
может влиять на изменение уровня экспрессии 
генов немедленного раннего развития [28]. Ра-
нее нами была показана повышенная экспрессия 
гена SNCA у пациентов с GBA-БП, по сравнению 
с пациентами с БП и контролем, в CD45+-клетках 
крови [29]. Изменения уровней экспрессии генов 
немедленного раннего развития, в частности, JUNB 
и NR4A2, у пациентов с GBA-БП могут быть связа-
ны, в том числе, и с активацией экспрессии гена 
SNCA. Таким образом, можно предположить о су-
ществовании дополнительных триггеров, которые 
приводят к запуску патологического механизма 
БП у GBA-носителей. Возможно, сниженная экс-
прессия генов, продукты которых контролируют 
нейрогенез, может способствовать нейродегене-
рации дофаминергических нейронов у носителей 
мутаций в гене GBA.

Резюмируя полученные данные, можем пред-
положить, что снижение экспрессии гена JUNB и 
NR4A2 может играть роль в патогенезе GBA-БП. 
Для подтверждения роли сниженной экспрессии 
данных генов нейрогенеза в развитии БП у носи-
телей мутаций в гене GBA необходимы исследова-
ния на расширенных группах носителей мутаций 
с наличием диагноза БП и его отсутствием. 

выводы
1. GBA-БП характеризуется пониженной экс-

прессией гена JUNB по сравнению с контролем.
2. GBA-БП характеризуется пониженной экс-

прес сией гена NR4A2 относительно GBA-носи-
телей.
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