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Биаллельные мутации в гене GBA1, кодирующем лизосомный фермент глюкоцереброзидазу 
(GCase), приводят к развитию лизосомной болезни накопления, болезни Гоше (БГ), а также явля-
ются фактором высокого риска распространенного нейродегенеративного заболевания, болезни 
Паркинсона  (БП). В  большинстве случаев мутации в гене GBA1 локализуются вне активного 
сайта и приводят к снижению активности GCase из-за снижения эффективности транспор-
та фермента с измененной конформацией в лизосому. Препараты, которые применяются для 
терапии БГ (ферментозаместительная терапия), не способны проходить гематоэнцефалический 
барьер и не эффективны как для лечения нейрональных форм  БГ, так и для  БП, ассоцииро-
ванной с мутациями в гене GBA1 (GBA1-БП). Для терапии  БП на сегодняшний день проходят 
клинические испытания препараты, ингибирующие киназную активность обогащенной лей-
циновыми повторами киназы  2  (LRRK2). Ранее было показано, что ингибирование киназной 
активности LRRK2 приводит к увеличению активности GCase в пациент-специфичных клетках 
при GBA1-БП. Мы впервые оценили влияние ингибитора киназной активности LRRK2  (MLi-2) 
на активность GCase на первичной культуре макрофагов периферической крови, полученной 
от пациентов с  БГ первого типа. Оценку активности GCase и уровня ее субстрата в клетках, 
культивируемых в присутствии и без MLi-2, проводили с использованием высокоэффективной 
жидкостной хроматографии в сочетании с тандемной масс-спектрометрией. Влияния ингиби-
рования активности LRRK2 на активность GCasе в группе пациентов с  БГ не  выявлено.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: болезнь Гоше, макрофаги периферической крови, GBA1, GCase, ингибитор 
LRRK2, активность ферментов.
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Гоше (БГ)  – это редкое аутосомно-
рецессивное заболевание, относящееся к классу 
лизосомных болезней накопления  (ЛБН). В основе 
патогенеза  БГ лежит снижение активности лизо-
сомной гидролазы глюкоцереброзидазы  (GCase) 

посредством биаллельных мутаций в гене  GBA1 
(OMIM  606463)  [1]. В  свою очередь, дисфунк-
ция  GCase приводит к накоплению субстрата 
GCase, сфинголипида глюкоцереброзида, преиму-
щественно в лизосомах клеток печени, селезен-
ки и костном мозге. Существуют три основные 
клинические формы  БГ. Тип  1 является наиболее 
распространенной формой и традиционно счита-
ется единственным типом, при котором у паци-



УСЕНКО и др.108

БИОХИМИЯ том 90 вып. 1 2025

ентов обычно не наблюдаются первичные невро-
логические нарушения. Типы  2 и  3 встречаются 
довольно редко, связаны с неврологическими 
нарушениями различной степени и могут приво-
дить к летальному исходу в молодом возрасте, в 
частности, тип  2 может проявляться перинаталь-
но  [2,  3]. В  зависимости от тяжести течения  БГ и 
выраженности снижения активности GCase мута-
ции в гене  GBA1 классифицируют как «мягкие» 
(остаточная активность GCase составляет 20–35%), 
например, p.N370S, p.V394L, p.R463C, и «тяжелые» 
(остаточная активность GCase составляет 5–10%), 
например, p.L444P, p.R120W, p.Leu29fs  (84GG)  [4].

Как гетерозиготные, так и гомозиготные но-
сители мутаций в гене GBA1 имеют повышенный 
риск развития распространенного нейродегенера-
тивного заболевания, болезни Паркинсона  (БП), 
в  различных популяциях  [5]. Нами и другими ав-
торами было показано, что пациенты с БП, ассо-
циированной с мутациями в гене GBA1 (GBA1-БП), 
характеризуются снижением активности GCase в 
клетках крови и накоплением субстрата GCase, 
глюкоцереброзида, который в организме человека 
претерпевает деацетилирование и превращается 
в глюкозилсфингозин. Однако при GBA1-БП изме-
нения в активности фермента и концентрации 
субстрата менее выражены, чем  при  БГ  [6–9].

На сегодняшний день не существует нейро-
протекторной терапии как для БГ типов  2 и  3, 
так и для БП, в частности GBA1-БП. Однако общ-
ность патогенеза БГ и GBA1-БП как заболеваний, 
связанных с дисфункцией  GCase, позволяет пред-
положить, что разрабатываемые таргетные пре-
параты, направленные на повышение активности 
GCase, могут быть эффективны как для GBA1-БП, 
так и для  БГ. Культура макрофагов перифериче-
ской крови широко используется для изучения 
патогенеза заболеваний, связанных с дисфункци-
ей GCase, а также для скрининга потенциальных 
лекарственных препаратов  [10–12].

Нами и другими авторами было показано, что 
к увеличению активности GCase в пациент-спе-
цифичных клетках пациентов с GBA1-БП может 
приводить ингибирование киназной активности 
обогащенной лейциновыми повторами кина-
зы  2  (LRRK2). LRRK2 кодируется геном  LRRK2, му-
тации в котором приводят к аутосомно-доминант-
ной форме  БП вследствие увеличения киназной 
активности, что приводит к нарушению функций 
LRRK2 в клетке, в частности, нарушению клеточ-
ного транспорта посредством нарушения фосфо-
рилирования субстратов LRRK2  – GTPаз семей-

ства Rab  [13,  14]. В  настоящее время ингибиторы 
киназной активности LRRK2 (DNL201, DNL151, 
идентификаторы ClinicalTrials.gov NCT04557800, 
NCT05119790, NCT04056689, NCT05005338, 
NCT05418673, NCT05348785, NCT 05229562, 
NCT04551534, NCT03710707 и NEU-723, идентифи-
катор ClinicalTrials.gov NCT05633745; примечание: 
BIIB122  – альтернативное название для DNL151) 
и один антисмысловой олигонуклеотид (BIIB094, 
идентификатор ClinicalTrials.gov NCT03976349) 
проходят клинические испытания для тера-
пии  БП  [15].

Впервые эффект влияния ингибиторов киназ-
ной активности LRRK2 на активность GCase был 
продемонстрирован Ysselstein  et  al.  [16] на дофа-
минергических нейронах  (ДН), дифференциро-
ванных из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток, и подтвержден в дальнейших 
исследованиях  [16–19]. В  свою очередь, нами 
было показано увеличение активности GCase при 
ингибировании LRRK2 на первичной культуре 
макрофагов периферической крови пациентов 
с GBA1-БП  [17]. Предполагается, что увеличение 
активности GCase при ингибировании киназной 
активности LRRK2 может происходить в резуль-
тате снижения фосфорилирования белка Rab10, 
который вовлечен в эндолизосомный транспорт, 
что в результате приводит к усилению транс-
порта GCase в лизосомы  [16, 17, 19,  20]. Способны 
ли ингибиторы LRRK2 увеличивать активность 
при наличии биаллельных мутаций, в частности 
при  БГ, остается неизвестным.

Цель данного исследования заключалась в 
оценке влияния ингибитора киназной активности 
LRRK2  (MLi-2) на активность GCase и концентра-
цию гексозилсфингозина (HexSph) в первичной 
культуре макрофагов пациентов с  БГ. В  качестве 
групп сравнения в исследование были также 
включены пациенты с GBA1-БП и группа невро-
логически здоровых индивидуумов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Характеристика групп, включенных в ис-
следование. В  исследование вошло 7  пациентов 
с  БГ, 9  пациентов с  GBA1-БП и 8  неврологически 
здоровых индивидуумов (контроль). Клиниче-
ские демографические характеристики иссле-
дуемых групп представлены в табл.  1. Пациенты 
с  БГ наблюдаются в Национальном медицинском 
исследовательском центре имени В.А.  Алмазова.  

Принятые сокращения: БГ  – болезнь Гоше; БП  – болезнь Паркинсона; ДН  – дофаминергические нейроны; 
ФШ  – фармакологические шапероны; GBA1-БП  – БП, ассоциированная с мутациями в гене  GBA1; GCase  – 
глюкоцереброзидаза; HexSph – гексозилсфингозин; LRRK2 – обогащенная лейциновыми повторами киназа 2; 
MLi-2  – ингибитор киназной активности LRRK2.
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Все пациенты с БГ получают лечение ферментной 
заместительной терапией. Забор крови осущест-
влялся перед введением данной терапии.

Диагноз БГ был поставлен, согласно клини-
ческим рекомендациям (https://cr.minzdrav.gov.ru/
recomend/24_2), на основании симптоматики и 
биохимической оценки активности GCase с по-
следующим выявлением мутаций в гене  GBA1 
методом прямого секвенирования по Сенгеру. 
Биохимический анализ и секвенирование гена 
GBA1 у пациентов с  БП проводилось в Медико-ге-
нетическом научном центре имени Н.П.  Бочкова, 
Москва. Диагноз БГ для одного из всех пациентов 
был подтвержден только на основе биохимичес-
ких параметров, в частности по активности GCase 
и концентрации HexSph, так как в ходе секвени-
рования гена  GBA1 была выявлена одна мутация 
в гетерозиготном состоянии.

Пациенты с GBA1-БП наблюдаются в инсти-
туте мозга человека имени Н.П.  Бехтеревой РАН.  
Диагноз БП был установлен по ранее опублико-
ванным критериям  [21]. Пациенты с GBA1-БП  
были выявлены нами ранее методом скринин
га двух мажорных мутаций в гене GBA1 
(p.N370S [NM_000157.4:c.1226A>G], p.L444P [NM_ 
000157.4:c.1448T>C]) среди пациентов с БП по ранее 
описанному протоколу  [5]. Данная группа паци-
ентов описана в нашем исследовании по оценке 
действия ингибиторов LRRK2 на биохимические 
характеристики при  БП, ассоциированной с му-
тациями в генах GBA1 и LRRK2 на пациент-спе-
цифичных клетках  [17]. Контроль был набран из 
добровольцев, которые наблюдаются в консуль-
тативно-диагностическом центре Первого Санкт-
Петербургского государственного медицинского 
университета имени академика И.П.  Павлова. Все 
индивидуумы контрольной группы были также 
проскринированы на две мажорные мутации в 
гене GBA1 (p.N370S, p.L444P) с целью исключения 
носителей данных мутаций. Включенные в иссле-
дование группы статистически значимо различа-
лись по полу (p  =  0,03) и возрасту  (p  =  0,0002).

Все участники исследования подписали ин-
формированное согласие. У  каждого участника 
исследования был произведен забор крови для 
дальнейшего получения первичной культуры 
макрофагов периферической крови.

Культивирование первичной культуры 
макрофагов периферической крови. Первич-
ная культура макрофагов периферической крови 
была получена по протоколу, описанному нами 
ранее, из мононуклеарной фракции, выделенной 
из цельной крови каждого индивидуума  [22]. 
На четвертые сутки к первичной культуре макро-
фагов был добавлен селективный ингибитор ки-
назной активности LRRK2, MLi-2  («Abcam», США), 
в концентрации 100  нМ с последующим культи-

вированием в течение 4  суток, как было описано 
нами ранее [17]. Эффективность действия ингиби-
тора MLi-2 была подтверждена по соотношению 
фосфорилированной в положении Thr73 формы 
к нефосфорилированной форме белка  Rab10, яв-
ляющегося основным субстратом  LRRK2, с помо-
щью вестерн-блоттинга, как было описано нами 
ранее  [17].

Оценка активности GCase и концентрации 
HexSph. Оценку ферментативной активности 
GCase и концентрации гексозилсфингозина, 
представляющего собой смесь двух эпимеров 
гликозилсфингозина  (GlcSph) и галактозилсфин-
гозина (GalSph), проводили методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии в сочетании 
с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС) 
на первичной культуре макрофагов перифери-
ческой группы контроля в присутствии MLi-2 в 
концентрации 100  нМ и без него по протоколу, 
описанному ранее в лаборатории наследственных 
болезней обмена Медико-генетического научного 
центра имени Н.П.  Бочкова, Москва  [6,  9]. Все из-
мерения были выполнены в трех повторах.

Статистика. Статистическую обработку полу-
ченных данных осуществляли в среде програм-
мирования  R  (версия  4.1.2) с использованием 
встроенных статистических пакетов. Проверку 
нормальности распределения данных проводи-
ли с использованием теста Шапиро–Уилка. Для 
анализа различий между группами применяли 
тест Вилкоксона. В  случаях зависимых (парных) 
выборок использовали парный тест Вилкоксона. 
Для независимых выборок различия оценивали 
с применением теста Вилкоксона, дополненного 
post-hoc-анализом с поправкой Бонферрони для 
множественных сравнений. Значения p  <  0,05 
считали статистически значимыми. Клинические 
характеристики представлены в виде среднего 
значения  ±  стандартное отклонение, эксперимен-
тальные значения  –  медиана (минимальное/мак-
симальное).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время не существует подходов 
для лечения нейрональных форм БГ, так же как 
и для лечения GBA1-БП. Ранее на ДН пациентов 
с GBA1-БП было показано увеличение активности 
GCase при ингибировании киназной активности 
LRRK2  [16,  19]. Нами подтверждены полученные 
ранее данные, и впервые показано влияние ин-
гибирования активности LRRK2 на восстановле-
ние активности GCase на первичной культуре 
макрофагов пациентов с GBA1-БП.

В настоящем исследовании нами впервые 
оценено влияние селективного ингибитора 
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Рис.  1. Уровень активности GCase и HexSph в первичной культуре макрофагов периферической крови паци-
ентов с БГ, GBA1-БП и контроля. а  –  Активность GCase в первичной культуре макрофагов периферической 
крови исследуемых групп; б  –  активность GCase в первичной культуре макрофагов периферической крови 
исследуемых групп при культивировании в присутствии и без ингибитора киназной активности  LRRK2; 
в  –  активность GCase в первичной культуре макрофагов периферической крови пациентов с GBA1-БП и 
БГ при культивировании в присутствии киназной активности LRRK2 и контроля без ингибитора киназ-
ной активности  LRRK2; г  –  концентрация HexSph в первичной культуре макрофагов периферической кро-
ви исследуемых групп; д –  концентрация HexSph в первичной культуре макрофагов периферической крови 
исследуемых групп при культивировании в присутствии и без ингибитора киназной активности LRRK2;  
е –  концентрация HexSph в первичной культуре макрофагов периферической крови пациентов с GBA1-БП 
и БГ при культивировании в присутствии киназной активности LRRK2 и контроля без ингибитора киназной 
активности  LRRK2. *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ***  p  <  0,001; ****  p  <  0,0001; ns  – нет статистической значимости

киназной активности LRRK2 на активность GCase 
и концентрацию HexSph в первичной культуре 
макрофагов периферической крови пациентов 
с  БГ. Первичная культура макрофагов перифе-
рической крови широко используется как для 
изучения патогенеза  БГ, так и для скрининга по-
тенциальных лекарственных препаратов, направ-
ленных на увеличение активности GCase  [10–12]. 
В  настоящем исследовании, так же как и было 
показано нами ранее, активность GCase была 
снижена, а концентрация HexSph была повы-
шена в первичной культуре макрофагов пери-

ферической крови пациентов с  БГ по сравнению 
с пациентами с GBA1-БП и контролем (GCase: 
p  =  0,000043, p  =  0,0000074; HexSph: p  =  0,00042, 
p  =  0,00012 соответственно) (рис.  1,  а  и  г). В  то же  
время пациенты с GBA1-БП с гетерозиготным но-
сительством мутаций в гене  GBA1 характеризо-
вались снижением активности GCase  (p  =  0,013) и 
увеличением концентрации HexSph  (p  =  0,0026) в 
первичной культуре макрофагов периферической 
крови по сравнению с контролем, однако данные 
изменения были менее выражены  (рис.  1,  а  и  г)   
[10,  11].
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Рис.  2. Уровень активности GCase и HexSph в первичной культуре макрофагов периферической крови па-
циентов с БГ, GBA1-БП и контроля в зависимости от мутаций в гене  GBA1 в группе пациентов с GBA1-БП. 
а  – Активность GCase в первичной культуре макрофагов периферической крови исследуемых групп; б  – ак-
тивность GCase в первичной культуре макрофагов периферической крови исследуемых групп при культи-
вировании в присутствии и без ингибитора киназной активности LRRK2; в – активность GCase в первичной 
культуре макрофагов периферической крови пациентов с GBA1-БП и БГ при культивировании в присут-
ствии киназной активности LRRK2 и контроля без ингибитора киназной активности LRRK2; г  – концентра-
ция HexSph в первичной культуре макрофагов периферической крови исследуемых групп; д – концентрация 
HexSph в первичной культуре макрофагов периферической крови исследуемых групп при культивировании 
в присутствии и без ингибитора киназной активности LRRK2; е  – концентрация HexSph в первичной куль-
туре макрофагов периферической крови пациентов с GBA1-БП и БГ при культивировании в присутствии 
киназной активности LRRK2 и контроля без ингибитора киназной активности LRRK2. *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; 
***  p  <  0,001; ****  p  <  0,0001; ns  – нет статистической значимости

Как было показано нами ранее, ингибирова-
ние киназной активности LRRK2 приводило к ста-
тистически значимому увеличению активности 
GCase в первичной культуре макрофагов пери-
ферической крови в группе пациентов с GBA1-БП 
по сравнению с контролем  (р  =  0,012; рис.  1,  б), 
что соответствует ранее полученным данным на 
ДН  пациентов с GBA1-БП  [16, 18,  19]. Предполага-
ется, что изменение киназной активности LRRK2 
может влиять на внутриклеточный транспорт, в 
частности, лизосомных ферментов от эндоплазма-

тического ретикулума в лизосому, посредством из-
менения уровня фосфорилирования белка  Rab10, 
являющего основным субстратом LRRK2, что, в 
свою очередь, приводит к увеличению активно-
сти и уровня GCase  [16].

Однако в группе пациентов с  БГ и контроле 
изменений в уровне активности GCase при ин-
гибировании LRRK2 выявлено не было  (р  >  0,05; 
рис.  1,  б). Существенно, что при ингибировании 
активности LRRK2 активность GCase в группе па-
циентов с GBA1-БП достигала значений активности 
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GCase в первичной культуре макрофагов перифе-
рической крови контроля без ингибитора MLi-2 
(p  >  0,05; рис.  1,  в). Интересно отметить, что в 
группе пациентов с GBA1-БП было также выявле-
но снижение концентрации HexSph в первичной 
культуре макрофагов периферической крови при 
ингибировании киназной активности LRRK2 ин-
гибитором MLi-2, в то же время в контроле было 
выявлено статистически значимое снижение кон-
центрации HexSph при ингибировании киназной 
активности LRRK2  (р  =  0,041; рис.  1,  д  и  е). В  груп-
пе пациентов с  БГ изменений в концентрации 
HexSph при ингибировании LRRK2 выявлено не 
было  (р  >  0,05;  рис.  1,  д  и  е).

Первичная культура макрофагов перифериче-
ской крови пациентов с GBA1-БП характеризова-
лась снижением активности GCase и увеличением 
концентрации HexSph независимо от мутаций в 
гене GBA1  (рис. 2, а и г). Интересно отметить, что 
мутация р.L444P не влияет на активность GCase, 
но снижает стабильность GCase, что приводит к 
снижению уровня данного белка в клетке [23–25]. 
В  то же время для мутации р.N370S не было по-
казано выраженного влияния на стабильность 
белка GCase  [26]. Предполагается, что в случае 
мутации p.N370S суммарное снижение активно-
сти GCase объясняется изменением сродства фер-
мента к мембранам  [24]. Можно предположить, 
что усиление транспорта GCase в лизосому при 
ингибировании активности LRRK2 может зави-
сеть от типа мутации. Воздействие ингибитором 
киназной активности LRRK2 приводило к увели-
чению активности GCase в первичной культуре 
макрофагов пациентов с GBA1-БП только с мута-
цией p.L444P  (p  =  0,0078) и достижению уровня 
активности GCase в клетках необработанного 
контроля, но не в группе пациентов с GBA1-БП с 
мутацией p.N370S  (рис.  2,  б  и  в). Однако влияние 
ингибитора LRRK2 на уровень HexSph выявлено 
не было (рис.  2,  д  и  е). В настоящем исследовании 
все пациенты с  БГ являлись компаундными гете-
розиготами «легкой»  (p.N370S) и одной из «тяже-
лых»  (p.L444P, p.Leu29fs, p.R120W) мутаций.

С другой стороны, нельзя исключить, что 
одной функциональной копии гена GBA1 доста-
точно для увеличения активности GCase за счет 
усиления транспорта функционально активной 
GCase в лизосому. Отсутствие изменения уровня 
активности GCase в группе пациентов с БГ можно 
обосновать отсутствием функциональных копий 
гена  GBA1 вследствие биаллельных мутаций в 
гене  GBA1. Усиление транспорта фермента GCase 
в лизосому посредством ингибирования актив-
ности LRRK2 при наличии только мутантных 
форм фермента является недостаточным для уве-
личения активности GCase. Нужно также учесть, 
что отсутствие влияния ингибирования LRRK2 

при увеличении активности GCase на уровень 
HexSph в первичной культуре макрофагов паци-
ентов с  БГ может быть связано с недостаточным 
количеством времени культивирования клеток в 
присутствии MLi-2 или недостаточной концентра-
цией ингибитора.

В качестве перспективной стратегии для тера-
пии GBA1-БП и БГ на сегодняшний день разрабаты-
ваются небольшие химические соединения, назы-
ваемые фармакологическими шаперонами  (ФШ), 
которые способны проникать через гематоэнце-
фалический барьер, селективно связываться с 
ферментом GCase, стабилизировать его структуру, 
способствуя его транслокации в лизосому, что в 
совокупности позволяет восстановить биологиче-
скую функцию данного фермента  [10,  11]. На  па-
циент-специфичных клетках нами и другими 
авторами показана эффективность данного класса 
препаратов в отношении восстановления активно-
сти GCase при БГ. В настоящее время ФШ проходят 
фазу  2 клинических испытаний для терапии  БГ 
(NCT03950050) и фазу  3 клинических испытаний 
для терапии БП (NCT05778617). Однако в клиниче-
скую практику ФШ  GCase еще не внедрены.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Учитывая полученные нами данные, инги-
биторы LRRK2 не следует рассматривать в каче-
стве монотерапии  БГ, однако представляется важ-
ным оценить сочетанное действие ингибиторов 
LRRK2 с препаратами, способствующими коррек-
ции сборки мутантного фермента, такими как 
ФШ  GCasе. Подобный подход может способство-
вать одновременно усилению транспорта фер-
мента в лизосому и восстановлению активной 
конформации  GCasе.
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Biallelic mutations in the GBA1 gene, encoding the lysosomal enzyme glucocerebrosidase (GCase), 
lead to the development of a lysosomal storage disease, Gaucher disease (GD), and are also a high 
risk factor for a common neurodegenerative disease, Parkinson’s disease (PD). In most cases, muta-
tions in the GBA1 gene are localized outside the active site and lead to a decrease in GCase activity 
due to a decrease in the efficiency of transport of the enzyme with an altered conformation into 
the lysosome. Drugs that are used to treat GD (enzyme replacement therapy) are not able to cross 
the blood-brain barrier and are not effective for the treatment of neuronal forms of GD or PD as-
sociated with mutations in the GBA1 gene (GBA1-PD). For the treatment of PD, drugs that inhibit 
the kinase activity of leucine-rich repeat kinase  2 (LRRK2) are currently undergoing clinical trials.  
It was previously shown that inhibition of LRRK2 kinase activity leads to an increase in GCase ac-
tivity in patient-specific GBA1-PD cells. We first assessed the effect of the kinase activity inhibitor 
LRRK2 (MLi-2) on GCase activity in a primary culture of peripheral blood macrophages obtained 
from patients with type  1 GD. Assessment of GCase activity and its substrate levels in cells cultured 
with and without MLi-2 was performed using high-performance liquid chromatography coupled with 
tandem mass spectrometry. There was no effect of inhibition of LRRK2 activity on GCase activity in 
the group of patients with GD.

Keywords: Gaucher disease, peripheral blood macrophages, GBA1, GCase, LRRK2, inhibitor, enzyme 
activity


