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Болезнь Паркинсона (БП) является одним из наиболее распространённых в мире нейродегенера-
тивных заболеваний. Несмотря на многочисленные исследования, причины этой патологии оста-
ются до конца неизвестными. Это, кроме прочего, связано с трудностью получения биологическо-
го материала для анализа. Большим потенциалом для изучения молекулярных событий, лежащих 
в основе патогенеза БП, обладают культуры нейральных клеток, получаемые из индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) человека. В настоящей работе был проведён био-
информатический анализ данных, полученных с помощью технологии секвенирования полного 
транскриптома (RNA-seq) при исследовании нейральных предшественников (НП), получен-
ных из ИПСК здоровых доноров (ЗД) и пациентов с БП, несущих различные мутации, которые 
являются частой причиной семейной формы БП. Было обнаружено, что в клетках НП, получен-
ных от пациентов с БП, в отличие от ЗД, значительно повышен уровень транскрипции множества 
генов, активно экспрессирующихся при нормальном эмбриональном развитии нервной системы. 
Биоинформатические данные в целом подтверждаются с помощью ПЦР в реальном времени. 
Полученные результаты позволяют предположить, что одной из причин БП может быть сдвиг пат-
терна экспрессии генов в нейральных клетках в сторону эмбриональной программы.
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона (БП) – распростра-
нённое прогрессирующее нейродегенератив-
ное заболевание, характеризующееся преиму-
щественной гибелью дофаминергических (ДА) 
нейронов в центральной нервной системе. 
Это заболевание ассоциировано с возрастом и 
является одной из значимых причин инвали-
дизации пожилых лиц в современном обще-
стве  [1]. На основании имеющихся на сего-
дняшний день экспериментальных данных 

построено множество гипотез о механизмах, 
приводящих к развитию БП [2]. Однако основ-
ная причина этого заболевания по-прежнему 
остаётся неизвестной. Выявление механизмов 
системного уровня, которые приводят к БП, 
является важным шагом на пути к разработке 
новых терапевтических средств.

Для исследований БП используются 
разнообразные модели. В последние годы 
для этой цели стали применяться индуциро-
ванные плюрипотентные стволовые клетки 
(ИПСК), из которых можно получать ней-
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Таблица 1. Характеристика пациентов с БП и ЗД

Линии ИПСК Описание пациентов с БП и ЗД Генотип
Название 

клеточной линии НП

IPSRG2L [9] здоровый мужчина, 60 лет здоровый NP RG2L

IPSHD1.1S [9] здоровая женщина, 18 лет здоровый NP HD 1.1S

IPSFD3.9L [9] здоровая женщина, 26 лет здоровый NP RFD 3.9 L

IPSPDPS8 [9]
женщина с БП, 
начало заболевания – 30 лет, 
биопсия – 41 год

гомозиготная делеция 
EX8 в гене PARK2 NP PDS13

IPSPDPS2d [9]
мужчина с БП, 
начало заболевания – 38 лет, 
биопсия – 40 лет

гетерозиготная делеция 
EX2 в гене PARK2 NP PDS14

IPSPDL2.15L [11]
мужчина с БП, 
начало заболевания – 50 лет, 
биопсия – 63 года

мутация G2019S 
в гене PARK8 NP PDL2.15L

IPSPDG1.1S [11]
мужчина с БП, 
начало заболевания – 44 года, 
биопсия – 60 лет

мутация N370S 
в гене GBA NP PDG1.1S

IPSPDSP1.1S [11]
женщина с БП, 
начало заболевания – 57 лет, 
биопсия – 66 лет

отсутствуют 
известные мутации

NP PDSP1.1S

ральные предшественники (НП), терминаль-
но дифференцированные нейроны (ТДН) и 
клетки глии пациентов с БП и здоровых доно-
ров (ЗД) [3–7].

Среди методов, используемых для изуче-
ния механизмов БП, наиболее информатив-
ным считается метод высокопроизводитель-
ного секвенирования полного транскриптома 
(RNA-seq). С помощью этого метода можно 
получать данные о дифференциальной экс-
прессии генов в норме и при патологии, что 
позволяет выявлять гены, прямо или косвенно 
вовлечённые в патологический процесс.

Первоначальный анализ дифференци-
ально экспрессирующихся генов (ДЭГ) в ней-
ральных клетках, полученных из ИПСК двух 
пациентов с БП и трёх ЗД, привлёк наше вни-
мание к повышенной транскрипции многих 
функционирующих преимущественно на эм-
бриональной стадии развития HOX-генов у па-
циентов с БП при практически полном отсут-
ствии экспрессии этих генов в клетках ЗД [8]. 
Биоинформатический анализ, проведённый в 
настоящей работе, показал, что, наряду с HOX-
генами, многие другие «эмбриональные» гены 
повышенно экспрессируются в клетках НП, 
дифференцированных из ИПСК пациентов с 
БП, по сравнению с соответствующими клет-
ками от ЗД. Полученные данные позволяют 
предположить, что одной из причин БП может 

быть аномальный процесс, выражающийся 
в повышенной экспрессии множества эмбрио-
нальных генов, участвующих в дифференци-
ровке нейральных клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Биоинформатический анализ. В предыду-
щей работе [9] нами опубликованы транскрип-
ционные профили культур клеток НП и ТДН, 
которые были получены из ИПСК трёх ЗД и 
двух пациентов с БП, несущих различные му-
тации в гене PARK2, с помощью технологии 
RNA-seq  [3,  7,  10]. Данные об этих и других 
пациентах с БП и ЗД, материал которых был 
использован в настоящей работе, приведены 
в таблице 1.

В ранее опубликованной статье  [9] содер-
жатся исходные нуклеотидные последователь-
ности транскриптомов, преобразованные в 
формат FASTQ. Секвенирование ридов осу-
ществлялось с двух концов каждого фрагмента. 
Необработанные считывания нуклеотидных 
последовательностей РНК были депонированы 
в GSE181029 серии Gene Expression Omnibus 
(GEO). Обрезку парных считываний для каче-
ственной и количественной оценок по срав-
нению с аннотацией генома Homo sapiens 
GRCh38.13 проводили, как описано ранее [9].
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Таблица 2. Структура праймеров для ПЦР

Гены
Последовательности праймеров 

(F – прямые, R – обратные)
T, °C

18s RNA F: CGGCTACCACATCCAAGGAA
R: GCTGGAATTACCGCGGCT

60

IRX2 F: GCGCCTCAAGAAGGAGAACA
R: CTGATCCCTTCGTCCTCTGC

60

LHX1 F: GCCAAAGAGAACAGCCTTCACTC
R: GGTCGTCATTCTCGTTGCTACC

60

NEUROG1 F: GCCTCCGAAGACTTCACCTACC
R: GGAAAGTAACAGTGTCTACAAAGG

60

PITX1 F: GCGAGTCGTCTGACACGGA
R: CAACTGCTGGCTTGTGAAGTG

55

TFAP2A F: GACCTCTCGATCCACTCCTTAC
R: GAGACGGCATTGCTGTTGGACT

60

TFAP2B F: ATCTATGAGGACCGGCACGA
R: CTCGAGTAGGGTCCTTGGGA

60

PTN F: CAAGCAAACCATGAAGACCCAG
R: CTCGCTTCAGACTTCCAGTTCT

55

С использованием пакета «edgeR»  [12] 
были получены данные по ДЭГ клеточных 
линий, полученных у пациентов с БП и ЗД. 
Количество прочтений нормализовали с ис-
пользованием алгоритма TMM в R-пакете 
«edgeR»  [12]. В качестве фильтра выбирали 
количество картированных прочтений (ридов) 
на миллион фрагментов (CPM > 1,5) для генов, 
кодирующих белки. Для анализа экспрессии 
генных серий были выбраны следующие пара-
метры ограничений: отношение числа карти-
рованных ридов FC (fold change) у пациентов 
с БП к аналогичному числу у ЗД (|log2(FC)| > 1) 
и частоты ложных обнаружений (FDR  <0,05) 
и Pval (<  0,05). Данные по ДЭГ анализиро-
вали с использованием возможностей Web-
инструмента анализа генных серий (Gene SeT 
AnaLysis Toolkit), доступного на сайте http://
WebGestalt.org. При обработке наших данных 
из множества баз данных этого сервера самые 
высокие значения с минимальными частотами 
ложных обнаружений показали темы «Био-
логический процесс» и «Молекулярная функ-
ция» из ресурса Gene Ontology (GO).

ПЦР-анализ в режиме реального времени. 
Суммарную клеточную РНК экстрагировали 
из клеток с помощью набора реактивов для 
очистки РНК Trizol («Thermo Fisher Scientific», 
США), как рекомендовано производителем, 
с последующей обработкой ДНКазой  I («Ther-
mo Fisher Scientific»). Комплементарную ДНК 
(кДНК) синтезировали на 2  мкг суммарной 

РНК с использованием обратной транскрип-
тазы MMLV («Евроген», Россия) и случай-
ных гексапраймеров. Полученную кДНК ам-
плифицировали с использованием системы 
LightCycler («Roche», Германия) и реакцион-
ной смеси qPCRmix-HS SYBR («Евроген»). 
Условия реакции были следующими: дена-
турация при 95 °C (3  мин), затем 40  циклов 
(95 °C, 15  с; 60–65 °C, 20  с; и 72 °C, 45  с). Ис-
пользовали реакционную смесь qPCRmix-HS 
SYBR («Евроген»). Количественную оценку 
относительного уровня мРНК целевых генов 
проводили с использованием сравнительного 
метода 2-ΔCt  [13]. В качестве референсного 
гена использовали ген 18S рРНК. Праймеры 
для ПЦР были подобраны с помощью ресур-
са NCBI Primer-BLAST (таблица  2). Резуль-
таты ПЦР представлены в виде среднего зна-
чения  ±  σ (стандартное отклонение) по трём 
экспериментам.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Ранее нами с помощью технологии RNA-seq 
были получены данные по ДЭГ НП, получен-
ных от пациентов с БП и ЗД. Анализ получен-
ных данных с помощью ресурса GO выявил 
категории, в которых находятся ДЭГ с наи-
более высокой транскрипцией в НП от паци-
ентов с БП по сравнению со ЗД (таблица  3). 
Наше предыдущее исследование показало, 
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Таблица 3. Список генов (дополнительно к НОХ-генам) по категориям ресурса GO, имеющих более высокий уровень 
транскрипции в НП от пациентов с БП по сравнению со ЗД

Шифр 
категории

Название категории Дифференциально экспрессирующиеся гены Достоверность

GO:00355326
связывание 

с энхансером
IRX5, OSR1, TFAP2A FDR = 0; Pval = 0

GO:0001228
активатор связывания 
РНК-полимеразы II 

с ДНК

EBF1-3, FOXF1, GATA4, GSX1, MEIS1, MYT1, 
NHLH1, NHLH2, ONECUT1, ONECUT2, 
PITX1, PITX2, POU4F1, TBX5, TFAP2A, WT1

FDR = 0; Pval = 0

GO:0033613
фактор активации 

транскрипции
GATA4, NHLH2, PITX2 FDR = 0; Pval = 0

GO:0048706
развитие 

эмбриональной 
скелетной системы

IRX5, OSR1, TFAP2A FDR = 0; Pval = 0

GO:0048705
морфогенез 

скелетной системы
IRX5, OSR1, TFAP2A, MGP, NPPC, NEUROG1, 
TBX15, LHX5, COL14A1 FDR = 0; Pval = 0

GO:0007389
паттерн процессов спе-

цификации

PITX2, WT1, GATA4, GATA5, FOXF1, PCDH8, 
LBX1, OSR1, GDF3, HES5, IRX3, GSX2, DLL3, 
TBX18, NEUROG1, LHX1, WNT6, AMHR2, 
HES3, TBX5, EVX1, PAX7, DLL1, IRX2, ASCL1

FDR = 0; Pval = 0

GO:0048568
развитие 

эмбриональных органов

FOXF1, GATA4, LBX1, IRX5, OSR1, FRZB, 
GJA5, GDF3, TFAP2A, POU3F4, STRA6, TBX15, 
NEUROG1, LHX1, PKDCC, DLL1, ALDH1A2, 
HNF1B, MYO3A, PROX1

FDR < 0,001; Pval = 0

GO:0021675
развитие 

нервной системы

POU4F1, PHOX2A, TFAP2A, NEUROG1, 2, 
NTRK1, HES3, NHLH1, 2, CHRNB2, UNC13A, 
PITX2, PAX3, 7

FDR < 0,001; Pval = 0

что в этих категориях присутствуют преимуще-
ственно гены HOX-кластеров  [8]. Биоинфор-
матический анализ, проведённый в настоящей 
работе, позволил выявить, кроме НОХ-генов, 
дополнительно 87  генов с существенно более 
высоким уровнем транскрипции в НП от па-
циентов с БП по сравнению со ЗД (таблица 3), 
которые также относятся к этим категориям.

Для многих из ДЭГ в НП пациентов с БП 
повышенная экспрессия в норме характерна 
преимущественно для эмбриональных стадий 
развития. Затем в норме многие из этих генов 
сильно снижают свою активность во взрослых 
нейральных клетках. На рис. 1 приведены дан-
ные по ДЭГ, относящиеся к этим категориям 
GO-ресурса. Были отобраны ДЭГ (таблица 3), 
имеющие ТРМ > 10 (TPM – число транскрип-
тов на 1 миллион картированных фрагментов) 
у обоих пациентов с БП, несущих мутации в 
гене PARK2, а также ДЭГ, которые имеют от-
ношение к развитию нервной системы.

Среди генов, которые повышенно тран-
скрибируются в НП пациентов с БП по срав-
нению со ЗД (рис.  1), выделяется большой 
набор генов, кодирующих факторы тран-

скрипции (ФТ) (TFAP2A, TFAP2B, NEUROG1, 
NEUROG2, ASCL1, PITX1, PITX2, LHX1, 
PAX7, NHLH2, OSR1, OSR2, IRX2, IRX3, IRX5, 
DATA6).

Был проведён детальный анализ нуклео-
тидных мотивов связывания этих ФТ с регу-
ляторными областями генов, повышенно экс-
прессирующихся в НП, от пациентов с БП 
по сравнению со ЗД. Для такого анализа ис-
пользовали базу данных по последовательно-
стям узнавания (респонсивных элементов) 
HOCOMOCO (HOmo sapiens COmprehensive 
MOdel Collection  [14], release  10) и нуклео-
тидные последовательности регуляторных 
областей генов вокруг стартовой точки тран-
скрипции в диапазоне ± 1000, представленных 
в DRCh38/p14-сборке. Из набора ФТ, гены 
которых имеют повышенную транскрипцион-
ную активность в НП пациентов с БП по срав-
нению со ЗД, наиболее часто по сравнению с 
другими встречаются респонсивные элемен-
ты для ФТ TFAP2A, TFAP2B, NEUROG2 и 
FOXA2. В литературе отсутствуют данные об 
участии этих ФТ в развитии БП. Однако они 
активно участвуют в процессах эмбрионального 
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Рис. 1. ДЭГ в НП пациентов с БП по сравнению со ЗД. Данные для клеточной линии NP PDS13 по отношению к сред-
нему значению в НП ЗД обозначены чёрным цветом, для клеточной линии NP PDS14 – серым цветом. Представлены 
усреднённые данные по 3 образцам РНК всех пациентов с БП и ЗД. Гены имеют обозначения: 1 – TFAP2A, 2 – TFAP2B, 
3 – PAX7, 4 – IRX2, 5 – NHLH2, 6 – LHX1, 7 – PITX1, 8 – PITX2, 9 – NEUROG1, 10 – NEUROG2, 11 – IRX3, 12 – IRX5, 
13 – PCDH8, 14 – DLL1, 15 – DLL3, 16 – HES5, 17 – PTN, 18 – PTPRZ1, 19 – RALDH2, 20 – RALDH3, 21 – ASCL1, 
22 – FRZB, 23 – GBX2. Для всех генов FDR < 0,05 и Pval < 0,05, кроме гена PTPRZ1 (NP PDS14), для которого FDR < 0,3 
и Pval < 0,1

Рис. 2. ПЦР-анализ транскрипции ряда генов в линиях НП, полученных из ИПСК ЗД и пациентов с БП. а – НП от 
пациентов с БП, несущих мутации в гене PARK2 (NP PD13S и NP PD14S); б – НП от пациентов с БП, несущих мута-
ции в генах GBA (NP PDG1.1S), PARK8 (NP PDL2.15L) и спорадической формой БП (NP PDSP1.1S). К  – усреднён-
ный контроль (НП трёх ЗД). В качестве референсного гена использовали ген 18S рРНК. Гены: 1  – IRX2, 2  – LHX1, 
3 – NEUROG1, 4 – PITX1, 5 – TFAP2A, 6 – TFAP2B, 7 – PTN. * p < 0,05, ** p < 0,01

развития нервной системы  [15–17]. Получен-
ные данные позволяют предположить, что 
одна из причин повышенной транскрипции 
генов эмбрионального развития в НП, полу-
ченных от пациентов с БП, может заключаться 
в аномальной повышенной экспрессии от-
дельных генов, кодирующих эти ФТ.

ПЦР-анализ экспрессии генов. Данные 
биоинформатического анализа экспрессии ге-
нов в НП, полученных из ИПСК пациентов с 
БП, несущих мутации в гене PARK2 (рис. 1), в 
целом подтверждаются результатами анализа, 
проведённого с помощью ПЦР в режиме ре-
ального времени (рис. 2, а). Кроме того, ПЦР-
анализ показал, что многие из этих генов (хотя 

и не все) также повышенно экспрессируются в 
НП, полученных от пациентов с БП, несущих 
мутации в генах PARK8 и GBA (рис. 2, б).

Следовательно, повышение транскрипции 
многих генов, участвующих в эмбриональном 
развитии, в НП, полученных от пациентов 
с БП, по сравнению со ЗД является общим 
свойством при различных ассоциированных с 
БП мутациях.

Было также интересно установить уров-
ни экспрессии генов, высокоэкспрессирую-
щихся в НП, полученных от пациентов с 
БП, в фибробластах и недифференцирован-
ных ИПСК, полученных как от пациентов с 
БП, так и ЗД. ПЦР-анализ показал (рис.  3), 
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Рис. 3. ПЦР-анализ уровней транскрипции ряда генов в (а) фибробластах, полученных от пациентов с БП, и (б) ИПСК, 
полученных из фибробластов пациентов с БП. К  – усреднённый контроль (три ЗД). В качестве референсного гена 
использовали ген 18S рРНК. Гены: 1 – IRX2, 2 – LHX1, 3 – NEUROG1, 4 – PITX1, 5 – TFAP2A, 6 – TFAP2B, 7 – PTN. 
* p < 0,05, *** p < 0,001

что  уже в ИПСК, полученных от пациентов с 
БП, отдельные гены (TFAP2A, PTN), высоко-
экспрессирующиеся в норме на эмбриональ-
ной стадии развития и в НП от пациентов с 
БП, усиливают свою транскрипцию по срав-
нению со ЗД. Сходная картина наблюдается и 
в фибробластах. Здесь так же, как и в ИПСК, 
наблюдается усиление экспрессии гена PTN, и 
дополнительно происходит усиление экспрес-
сии генов IRX2 и LHX1.

Следовательно, включение эмбриональ-
ной программы транскрипции генов при му-
тациях в гене PARK2 частично отражается в 
транскрипционной подписи уже на стадии 
фибробластов, использованных для получе-
ния ИПСК. Функционирует она частично и 
в ИПСК. Вместе с тем в НП, полученных из 
ИПСК от пациентов с БП, эта программа на-
ходит своё дальнейшее развитие.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Наше понимание патологических меха-
низмов, лежащих в основе БП, во многом 
зависит от моделей, используемых для её 
изучения, которые порой не в полной мере 
отражают сложность патологии или клеточ-
ный состав человеческого мозга. Так, модели 
животных, основанные на воздействии ток-
синов, часто неспособны адекватно отразить 
критические аспекты БП человека и не в пол-
ной мере воспроизводят фенотипы заболева-
ния  [18]. Посмертные ткани мозга пациентов 
с БП, как правило, малодоступны и демон-
стрируют лишь позднюю стадию прогресси-
рования заболевания. Открытие методологии 
получения ИПСК позволило преодолеть это 
препятствие и обеспечило доступ к нервным 
клеткам человеческого происхождения для 
моделирования изогенных заболеваний  [19]. 

Использование недифференцированных ИПСК, 
полученных из фибробластов пациентов с БП, 
позволяет воспроизводить на их основе в 
достаточных для исследований количествах 
нервные клетки, находящиеся на разных эта-
пах дифференцировки. Мы использовали этот 
широко распространённый подход для полу-
чения и последующего сравнительного ана-
лиза транскриптомов НП, дифференцирован-
ных из ИПСК от пациентов с БП и ЗД.

Ранее нами было показано, что в нейраль-
ных клетках-предшественниках, полученных 
из ИПСК от пациентов с БП, наблюдается 
повышенная транскрипция кластеров генов 
HOX по сравнению со ЗД [8]. Эти гены в норме 
активно экспрессируются на ранних стадиях 
эмбрионального развития, а в клетках взрос-
лого организма их экспрессия практически 
полностью выключается. Для выяснения уров-
ней транскрипции других специфичных для 
эмбриональных стадий развития генов в НП, 
полученных от пациентов с БП, в настоящей 
работе проведён дополнительный биоинфор-
матический анализ. Был установлен большой 
набор кодирующих белки ДЭГ в клетках НП, 
которые, как и ранее обнаруженные HOX-гены, 
также повышенно транскрибируются у паци-
ентов с БП, но имеют очень низкие уровни 
транскрипции в НП ЗД.

Так, к повышенно-транскрибирующимся 
генам в НП от пациентов с БП по сравнению 
со ЗД, обнаруженным в настоящей работе 
(рис.  1), относится ген плейотрофина (PTN). 
Ген PTPRZ1, кодирующий рецептор PTN, так-
же имеет повышенный уровень экспрессии. 
Ранее было показано [20], что гены семейства, 
к которым принадлежит PTN и их рецепторы, 
имеют высокую экспрессию в стриатуме и в 
чёрной субстанции мозга в процессе эмбрио-
нального развития и играют важную роль в раз-
витии ДА системы в норме и при дегенерации 
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у  пациентов с БП  [21]. PTN является есте-
ственным участником развития и реакции 
на повреждение в этой системе и может быть 
мишенью для использования в терапии для 
защиты или реконструкции нигростриального 
сегмента при БП.

Среди генов, повышенно-транскрибирую-
щихся в НП пациентов с БП, выявлены гены 
(DLL1 и HES5), имеющие отношение к работе 
сигнальной системы NOTCH, которая также 
является ключевой в морфогенезе мозга. Ранее 
отмечалось, что этот сигнальный путь имеет 
значительное обогащение по ДЭГ в чёрной 
субстанции мозга при БП  [22]. Канониче-
ским лигандом NOTCH-системы, запускаю-
щим сигнальный процесс, является белковый 
рецептор DLL1, эффектором которого служит 
ген HES5. Существуют данные о том, что HES5 
регулирует время перехода между фазами спе-
цификации неокортикальных нейронов, а 
также между нейрогенезом и глиогенезом [23]. 
Известно, что повышенная экспрессия HES5 
приводит к подавлению экспрессии генов 
HMGA1, 2, что существенно для компетенции 
нейральных стволовых клеток  [23]. Ген DLL3 
также является компонентом NOTCH-систе-
мы и служит её ингибитором [24]. В промотор-
ной области он содержит много регуляторных 
элементов, которые делают его мишенью для 
белков, кодируемых высокотранскрибирую-
щимися генами ASCL1 [25] и NEUROG1, 2 [26]. 
Ранее установлено, что ген ASCL1 повышен-
но экспрессируется в нейральных стволовых 
клетках [27] и является маркером БП [28–30].

Обращает на себя внимание повышенная 
транскрипция генов нейроспецифических тран-
скрипционных факторов NEUROG1 и  2. Из-
вестно, что повышенная экспрессия этих генов 
в человеческих стволовых клетках приводит к 
появлению сети возбуждающих и ингибирую-
щих нейронов  [31]. NEUROG1 служит также 
негативным регулятором развития неокортек-
са  [32]. Установлено, что ген NEUROG2 необ-
ходим для развития ДА нейронов среднего 
мозга  [33]. Показано также, что искусствен-
ное повышение транскрипции NEUROG1 в 
ИПСК приводит к повышению транскрипции 
НОХ-генов всех 4  кластеров в производных 
нейронах  [34], что мы наблюдали ранее в НП 
пациентов с БП  [8]. Важно также отметить, 
что проведённый нами биоинформатический 
анализ указывает на то, что многие гены, ко-
торые имеют повышенную транскрипцион-
ную активность в НП от пациентов с БП по 
сравнению со ЗД, наиболее часто содержат ре-
спонсивные элементы, характерные для гена 
NEUROG2.

Повышенно-транскрибирующиеся в НП 
пациентов с БП гены NHLH1 и 2 кодируют 
факторы транскрипции, экспрессия которых 
ограничена нервной системой и которые иг-
рают важную роль в дифференцировке нейро-
нов [35–37].

Повышенный уровень транскрипции в НП 
от пациентов с БП имеют также гены PITX1, 
PITX2, PAX3, 7, MYOD (MDF1). ФТ  PITX1 ре-
гулирует экспрессию многих генов развития, 
включая гены, участвующие в ранних стадиях 
развития мозга  [38]. Гены PAX3, 7 на ранних 
стадиях развития служат триггерами при фор-
мировании границы между средним и задним 
мозгом и регионализации тектума  [39–41]. 
PAX3 также является опорным модулятором 
миграции клеток нейронального гребня при 
эмбриогенезе [42].

Трансмембранный белок, кодируемый ге-
ном PCDH8, который повышенно экспресси-
руется в НП, полученных от пациентов с БП, 
также влияет на дифференцировку нейронов 
во время эмбрионального развития [43]. Было 
также установлено, что ген PCDH8 в значи-
тельной степени связан с патологическими 
процессами, происходящими при БП, пред-
ставляя собой потенциально новый биомаркер 
БП или терапевтическую мишень [44, 45].

Во время раннего нейрогенеза важную 
роль играет ретиноевая кислота (РК), синтез 
которой среди прочих определяется генами 
RADLH2 и RADLH3  [46,  47]. Высокая тран-
скрипция этих генов, обнаруженная нами в 
НП, полученных от пациентов с БП (рис.  1), 
может приводить к повышению содержания 
РК в клетках выше нормы и тем самым ока-
зывать влияние на их фенотип. На это указы-
вают многочисленные данные об аномальном 
влиянии РК на процессы развития  [48,  49]. 
РК  контролирует экспрессию гена GBX2  [50–
53], который имеет высокий уровень тран-
скрипции в НП, полученных от пациентов с 
БП, и низкий – в НП от ЗД. Имеются много-
численные указания на то, что этот ген играет 
важную роль в развитии центральной нерв-
ной системы. Он участвует в подавлении экс-
прессии гена OTX2  [50–52], который, в свою 
очередь, влияет на экспрессию гена LMX1A. 
Эта группа генов участвует в судьбе нейраль-
ных предшественников и/или нейрогенезе 
ДА нейронов в значительной степени опосре-
дованно через сигнальный путь WNT, в част-
ности WNT1  [33,  54,  55]. По нашим данным, 
экспрессия генов WNT1, FGF8, OTX2 и LMX1A 
существенно понижена в НП пациентов с БП по 
сравнению со ЗД, тогда как повышенный уро-
вень экспрессии FRZB, ингибитора сигнального 
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пути WNT [54, 56, 57], и гена GBX2 выявлен у 
пациентов с БП по сравнению со ЗД. По дан-
ным литературы, продукты этих генов при 
нормальном развитии без патологий взаимо-
действуют с компонентами сигнального пути 
WNT, модулируя их сигналы  [58–60]. Можно 
предположить, что при мутантных вариантах 
генов PARK2 возможны изменения всей струк-
туры WNT-пути, приводящие к аномалиям в 
нейрогенезе ДА нейронов.

У пациентов с БП по сравнению со ЗД на 
этапе НП наблюдается также повышенный уро-
вень транскрипции генов TFAP2A и TFAP2B. 
Известно, что транскрипционный фактор, ко-
дируемый TFAP2A, в составе гетеродимера с 
TFAP2B участвует в нейруляции на отдельных 
стадиях развития нервного гребня и необходим 
для индукции границы нервной пластинки и 
спецификации клеток нервного гребня [61, 62]. 
Упомянутый выше ген FRZB, отрицательно 
влияющий на нейрогенез ДА нейронов при 
высокой активности, имеет в промоторной 
зоне несколько сайтов связывания ФТ TFAP2A 
и TFAP2B, с чем может быть связан его высо-
кий уровень транскрипции. Как показано нами 
выше с помощью биоинформатического анали-
за, многие гены, которые имеют повышенную 
транскрипционную активность в НП пациентов 
с БП по сравнению со ЗД, часто содержат ре-
спонсивные элементы также для этих двух ФТ.

В нормальном нейрогенезе участвует так-
же гомеобокс-содержащий ген IRX2 [63], кото-
рый повышенно экспрессируется в НП, полу-
ченных из ИПСК от пациентов с БП. Ранее 
уже имелись указания на то, что повышенная 
транскрипция этого гена может быть биомар-
кером БП [64].

Следует также обратить внимание на по-
вышенный уровень транскрипции некоторых 
из исследуемых «эмбриональных» генов в фиб-
робластах и недифференцированных ИПСК 
от пациентов с БП. Эти результаты показы-
вают, что у пациентов с БП изменение тран-
скрипционного профиля частично происходит 
не только в НП, но и в других типах клеток.

Таким образом, в НП, полученных из 
ИПСК пациентов с БП, наблюдается повы-
шенная транскрипция многих генов, активно 
экспрессирующихся в норме на эмбриональ-
ных стадиях развития нервной системы чело-
века. Важно, что все эти гены слабо или вооб-
ще не транскрибируются в НП, полученных из 
ИПСК трёх ЗД. Следовательно, «эмбриональ-
ные» гены, активно экспрессирующиеся в НП, 
полученных от пациентов с БП, не требуются 
для нормального функционирования нейраль-
ных клеток. Наблюдаемый процесс можно на-

звать дематурацией НП при БП. Термин «дема-
турация» был использован ранее при изучении 
транскриптома нейральных клеток гиппокампа 
и префронтальной коры после воздействия 
антидепрессантом флуоксетином [65, 66]. Кро-
ме того, существует предположение, что гены, 
которые функционируют в основном на ран-
них стадиях эмбриогенеза в головном мозге, 
могут быть активированы десятилетиями позже 
(например, в результате воспаления или вирус-
ной инфекции) и разрушать своим действием 
те же нервные структуры, которые они создали 
при внутриутробном развитии [67]. Существует 
также ряд косвенных указаний на то, что меха-
низмы, приводящие к дедифференцировке (де-
матурации) и подавлению идентичности зре-
лых нейронов, способствуют нейродегенера-
ции  [68]. Вместе с тем нельзя исключить, что 
наблюдаемая нами картина экспрессии генов в 
НП пациентов с БП может быть также резуль-
татом обратного процесса – имматурации (за-
держки дифференцировки).

На основании полученных данных можно 
заключить, что в НП, полученных от пациен-
тов с БП, по сравнению с НП ЗД происходит 
изменение транскриптома, которое выража-
ется в значительном повышении экспрессии 
ряда генов, в норме принимающих участие в 
эмбриональном развитии и прекращающих 
экспрессироваться во взрослом организме.

Хотя полученные результаты дают принци-
пиально новый взгляд на механизмы развития 
БП, следует отметить некоторые проблемы, 
связанные с использованным нами подходом. 
Во-первых, эксперименты проводились на 
модели in  vitro, которая имеет определённые 
ограничения  [69]. Во-вторых, число «эмбрио-
нальных» генов, проанализированных нами 
с помощью бионформатического анализа и 
верифицированных с использованием ПЦР, 
достаточно ограничено и не включает всю 
«панель» таких генов. Тем не менее общая 
тенденция значительного повышения уровня 
транскрипции «эмбриональных» генов в НП от 
пациентов с БП по сравнению со ЗД представ-
ляется очевидной. В дальнейшем планируется 
исследовать экспрессию наиболее интересных 
генов на белковом уровне.

Вклад авторов. Все авторы внесли свой 
вклад в разработку концепции и дизайна иссле-
дования. Подготовку материала осуществляли 
Новосадова  Е.В. и Ненашева  В.В. Сбор и ана-
лиз данных были выполнены Новосадовой Е.В., 
Новосадовой  Л.В., Ненашевой  В.В., Гривен-
никовым  И.А. и Федосеевой  В.Б. Первый чер-
новик рукописи был написан Федосеевой  В.Б. 
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и  Тарантулом  В.З. Все авторы прочитали и 
одобрили окончательную рукопись.
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ACTIVATION OF EMBRYONIC GENE TRANSCRIPTION 
IN NEURAL PRECURSOR CELLS DERIVED 

FROM INDUCED PLURIPOTENT STEM CELLS 
OF PATIENTS WITH PARKINSON’S DISEASE

V. B. Fedoseyeva*,#, E. V. Novosadova#, V. V. Nenasheva#, L. V. Novosadova, 
I. A. Grivennikov, and V. Z. Tarantul

National Research Center “Kurchatov Institute”, 123182 Moscow, Russia; e-mail: fvb@img.msk.ru

Parkinson’s disease (PD) is one of the most common neurodegenerative diseases in the world. Despite 
numerous studies, the causes of this pathology remain completely unknown. This is, among other things, 
due to the difficulty of obtaining biological material for analysis. Neural cell cultures derived from induced 
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pluripotent stem cells (iPSCs) serve as a great potential for studying the molecular events underlying the 
pathogenesis of PD. This paper presents the results of bioinformatic analysis of data obtained using RNA-seq 
technology in the study of neural precursors (NP) obtained from iPSCs of healthy donors and patients with 
PD carrying various mutations that are a common cause of familial PD. This analysis showed that in NP 
cells obtained from PD patients, unlike healthy donors, the level of transcription of genes actively expressed 
in the nervous system at the embryonic stage of development was significantly increased. Bioinformatic data 
are generally confirmed by real-time PCR. The data obtained suggest that one of the causes of PD may be 
an abnormal process of enhancing the expression of embryonic genes during differentiation of neural cells 
(dematuration).

Keywords: Parkinson’s disease, induced pluripotent stem cells, neural precursors, RNA-seq, differentiation gene 
expression, PCR, bioinformatic analysis
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