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Болезнь Паркинсона (БП) – второе по распространенности нейродегенеративное заболевание, патоге-
нез которого связан с накоплением и агрегацией белка альфа-синуклеина в нейронах черной субстан-
ции головного мозга. Обсуждаются прионные свойства альфа-синуклеина. Предполагается, что экзосо-
мы (микровезикулы размером 40–100 нм) могут играть ключевую роль в транспорте патогенных форм
данного белка. Описаны наследственные формы заболевания, из которых наиболее распространена
БП, ассоциированная с мутациями в гене глюкоцереброзидазы (GBA-БП) и гене киназы 2, обогащен-
ной лейциновыми повторами (LRRK2-БП). Цель настоящего исследования состояла в определении
концентрации и размера экзосом плазмы крови у пациентов с GBA-БП, бессимптомных носителей му-
таций в гене GBA, а также влияния мутаций в генах GBA и LRRK2 на уровень альфа-синуклеина экзосом
плазмы крови. Экзосомы плазмы крови выделяли двумя методами: последовательным ультрацентрифу-
гированием и химической преципитацией; концентрацию и размер экзосом оценивали с помощью
анализа траекторий наночастиц (NTA). Уровень альфа-синуклеина экзосом оценивали методом имму-
ноферментного анализа. В исследование включены пациенты со спорадической формой болезни Пар-
кинсона (сБП), в том числе с деменцией, пациенты с наследственными формами заболевания (GBA-БП
и LRRK2-БП), а также бессимптомные носители мутаций в гене GBA. Показано повышение концентра-
ции внеклеточных везикул плазмы крови пациентов с GBA-БП по сравнению с сБП, бессимптомными
носителями мутации GBA и контролем (p = 0.004, 0.019 и 0.0001 соответственно), а также увеличение раз-
мера везикул плазмы крови у пациентов с GBA-БП по сравнению с бессимптомными носителями мута-
ций GBA и контролем (p = 0.009 и 0.0001 соответственно). Различий в концентрации альфа-синуклеина
в лизатах экзосом плазмы крови в разных группах не выявлено. Полученные результаты позволяют
предположить, что дисфункции лизосомного фермента глюкоцереброзидазы влияют на пул экзосом
плазмы крови, а также свидетельствуют об отсутствии корреляции между мутациями в генах LRRK2
или GBA и уровнем альфа-синуклеина в экзосомах плазмы крови человека.
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Паркинсона (БП) – нейродегенера-

тивное заболевание, частота которого составляет
1–2% среди лиц старше 60 лет. Описаны редкие

моногенные формы БП. Из аутосомно-доми-
нантных форм наиболее распространена (до 7%
среди семейных форм) БП, обусловленная мута-
циями в гене киназы 2, обогащенной лейциновы-

Сокращения: БП – болезнь Паркинсона; СМЖ – спинномозговая жидкость; LRRK2 – обогащенная лейциновыми повто-
рами киназа 2; GBA – глюкоцереброзидаза; БПД – БП с деменцией; GBA-БП – БП, ассоциированная с мутациями в гене
GBA; LRRK2-БП – БП, ассоциированная с мутациями в гене LRRK2; сБП – спорадическая форма БП; БН-GBA – бес-
симптомные носители мутаций в гене GBA; УЦ – последовательное ультрацентрифугирование; ХП – химическая преци-
питация; NTA – анализ траекторий наночастиц; TEM – просвечивающая электронная микроскопия.
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ми повторами (LRRK2) [1–3]. Мутации в гене
глюкоцереброзидазы (GBA) считаются фактором
высокого риска развития БП. В гомозиготном
состоянии мутации приводят к развитию лизо-
сомной болезни накопления — болезни Гоше.
Многочисленные исследования, в том числе вы-
полненные в российской популяции, показали,
что у носителей мутаций в гене GBA риск разви-
тия БП повышен в 6–8 раз, эти мутации обнару-
живаются у 4–5% пациентов с БП [1, 4].

В основе патогенеза БП лежит накопление и аг-
регация белка альфа-синуклеина в нейронах
черной субстанции головного мозга. Альфа-си-
нуклеин обнаружен также в периферических
жидкостях организма человека, таких как спин-
номозговая жидкость (СМЖ), слюна, кровь и ее
компоненты и др. Считается, что основной нейро-
токсический эффект при синуклеинопатиях имеют
растворимые, или протофибрилярные формы аль-
фа-синуклеина [5]. На данный момент установлен
факт передачи альфа-синуклеина между клетками
[6], рассматриваются различные способы переноса
патогенных форм этого белка, в том числе в составе
экзосом [5, 7]. Экзосомы – внеклеточные везикулы
размером около 40–120 нм, секретируемые боль-
шинством типов клеток и присутствующие в раз-
личных биологических жидкостях (кровь, моча,
слюна, СМЖ и др.) [8]. Предполагается, что уро-
вень альфа-синуклеина экзосом периферических
жидкостей организма (кровь, СМЖ, слюна) можно
рассматривать в качестве потенциального маркера
БП [9–11].

Пул экзосом, а также их белковый состав, мо-
жет меняться при различных заболеваниях, в
частности, при нарушении опосредованной ли-
зосомами аутофагии, поскольку предполагается,
что экзосомы осуществляют альтернативный ли-
зосомам путь деградации молекул в клетке [12].
Известно, что киназа LRRK2 участвует в опосре-
дуемой шаперонами аутофагии [13]. Мутации в
гене LRRK2 могут влиять на белковый состав эк-
зосом [14]. На клеточных линиях, а также на мо-
дельных животных показано влияние дисфунк-
ций GBA на биогенез лизосом и процесс аутофа-
гии [15].

Недавно мы охарактеризовали особенности пу-
ла внеклеточных везикул у пациентов с болезнью
Гоше и выявили изменение физических характери-
стик экзосом при данной патологии [16]. Влияние

мутаций в генах GBA и LRRK2 на пул внеклеточных
везикул при БП и уровень альфа-синуклеина экзо-
сом плазмы крови не исследован.

В данной работе определены концентрация и
размер экзосом плазмы крови у пациентов с
GBA-БП и у бессимптомных носителей мутаций
в гене GBA (БН-GBA), а также оценен уровень
альфа-синуклеина в экзосомах плазмы крови па-
циентов с БП, включая наследственные формы
(мутации в генах LRRK2, GBA), БП с деменцией
(БПД) и БН-GBA.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследуемые группы. В исследование вошли 63

пациента с установленным диагнозом БП, вклю-
чая 15 с БПД, 9 – с GBA-БП (носители мутаций в
гене GBA), пять – с LRRK2-БП (носители мута-
ций в гене LRRK2) и 34 пациента с сБП (табл. 1).
Диагноз БП поставлен в соответствии с критери-
ями Общества по изучению расстройств движе-
ния и БП от 2015 г. [17]. Пациентов обследовали в
Научно-клиническом центре нейродегенератив-
ных заболеваний Института экспериментальной
медицины и в консультативно-диагностическом
центре Первого Санкт-Петербургского государ-
ственного медицинского университета им. И.П.
Павлова. Скрининг мутаций L444P, N370S, 84GG в
гене GBA и G2019S, R1441T/C в гене LRRK2 прово-
дили с использованием методов ПЦР и рестрик-
ционного анализа или аллельспецифичной ПЦР
с зондами TaqMan, описанными ранее [18–22].

Группа БН-GBA с отсутствием неврологиче-
ских заболеваний состояла из 9 индивидов и была
сформирована при обследовании родственников
первой степени пациентов с болезнью Гоше. Му-
тации в гене GBA в данной выборке подтвержде-
ны ранее методом прямого секвенирования.

Контрольная группа, сформированная случай-
ным образом из жителей того же географического
региона, что и включенная в анализ группа паци-
ентов с БП, состояла из 30 индивидов. Все члены
этой группы проходили обследование у невролога
с целью исключения диагноза БП и других нейро-
дегенеративных заболеваний. Проведение иссле-
дования одобрено локальными этическими ко-
митетами указанных медицинских учреждений и
проведено при подписании информированного
согласия пациента.

Таблица 1. Характеристики исследуемых групп

Общие характеристики сБП
N = 34

GBA-БП
N = 9

БН-GBA
N = 10

LRRK2-БП
N = 5

БПД
N = 15

Контроль
N = 30

Пол, мужчины, % 15 (44.1%) 4 (44.4%) 3 (33.3%) 1 (20%) 5 (33.3%) 16 (53.3%)
Возраст, лет 62.1 ± 8.5 61.4 ± 11.8 54.1 ± 9.8 71.2 ± 6.6 73.7 ± 8.2 63.5 ± 7.8
Возраст начала заболевания, лет 56.3 ± 7.1 55.4 ± 11.7 – 65.6 ± 7.0 63.5 ± 13.4 –
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Выделение фракции внеклеточных везикул. Плазма
периферической крови получена путем центрифуги-
рования в течение 20 мин при 3000 об./мин. Внекле-
точные микровезикулы выделяли двумя спосо-
бами. Для оценки уровня альфа-синуклеина в
экзосомах плазмы крови внеклеточные везику-
лы получали методом химической преципита-
ции (ХП) из 200 мкл плазмы крови с использованием
набора ExoPrep (“Lonza”, Эстония) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Для оценки
размера и концентрации экзосом плазмы крови
внеклеточные везикулы выделяли методом по-
следовательного ультрацентрифугирования (УЦ).
Образцы плазмы крови (в объеме 3 мл каждый)
центрифугировали в течение 1 ч при 4°С при
16000 × g, далее супернатант смешивали с раство-
ром PBS в соотношении 1 : 1, центрифугировали
в течение 2 ч при 4°С при 100000 × g, осадок ресус-
пендировали в растворе PBS и повторно центри-
фугировали (2 ч при 4°С, 100000 × g). Полученные
образцы внеклеточных везикул плазмы крови ре-
суспендировали в 100 мкл PBS, замораживали и
хранили при –80°С.

Характеристика фракции внеклеточных везикул.
Размеры, гомогенность и концентрацию везикул в
полученных препаратах оценивали с помощью ме-
тода анализа траекторий наночастиц (nano-particle
tracking analysis, NTA, “Malvern Instruments”, Вели-
кобритания). Количественный анализ экзосомаль-
ного поверхностного маркера (тетраспанин CD9)
на поверхности выделенных внеклеточных везикул
проводили с помощью проточной цитометрии с
использованием набора Exo-FACS (“Lonza”). На-
личие поверхностных маркеров экзосом (CD63,
CD81) подтверждено методом вестерн-блотинга.
В работе использовали первичные поликлональ-
ные антитела кролика к CD63 (1 : 300; ab216130,
“Abcam”, Великобритания), CD81 (1 : 300; ab109201,
“Abcam”) и вторичные козьи антикроличьи ан-
титела, конъюгированные с пероксидазой хрена
(1 : 2500; ab205718, “Abcam”). Вторичные антитела,
связанные с соответствующим белком на фраг-
ментах мембраны, идентифицировали с использо-
ванием набора Amersham ECL TM PlusSystem
(“Amersham”, Великобритания). Прямая визуали-
зация везикул, полученных методом УЦ, проведена
методом просвечивающей электронной микро-
скопии (TEM) с использованием цифровой фо-
токамеры Morada (“Olympus Inc”, Япония).

Оценка концентрации альфа-синуклеина в пре-
паратах экзосом. Лизис экзосом проводили с ис-
пользованием набора Total Protein Extraction Kit
(“Chemicon” (“Milipore”), США). Концентрацию
альфа-синуклеина в лизатах экзосом измеряли ме-
тодом ИФА с использованием набора SensoLyte
Anti-alpha-Synuclein Quantitative ELISA Kit (Hu-
man) (“AnaSpec”, США) в соответствии с инструк-
цией производителя. Концентрацию альфа-си-
нуклеина в образце определяли в трех повторах.

Концентрацию альфа-синуклеина в лизатах экзо-
сом плазмы крови определяли в 10 мкл лизата и
нормировали по содержанию общего белка. Кон-
центрацию общего белка оценивали с использо-
ванием набора Pierce BCA Protein Assay kit (“Ther-
mo Scientific”, США).

Статистическая обработка результатов. Про-
верку полученных вариационных рядов на соот-
ветствие нормальному распределению проводили
методом Шапиро–Уилка. Различия между груп-
пами оценивали с помощью теста Манна–Уитни.
Значения p < 0.05 считали статистически значи-
мыми. Статистический анализ выполняли с ис-
пользованием программного обеспечения SPSS
12.0. Клинические и экспериментальные данные
выражали как среднее значение и стандартная
ошибка среднего или медиана (min–max) соот-
ветственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Группа пациентов с наследственными форма-
ми БП была частично описана нами ранее [1]. В
настоящем исследовании проведен скрининг
мутаций L444P, N370S гена GBA и G2019S,
R1441T/C гена LRRK2 в группе из 300 пациентов с
БП. Всего обследовано 1050 пациентов. В ис-
следование вошли 9 пациентов с GBA-БП, из
которых пять были носителями мутации L444P,
четыре – мутации N370S, и пять пациентов с
LRRK2-БП (четверо носителей мутации G2019S
и один – мутации R1441T/C). Не выявлено носи-
телей мутации 84GG гена GBA. В группе БН-GBA
выявлены два носителя мутации L444P, пять –
N370S, по одному носителю мутаций G241R и
N227S.

В ходе работы внеклеточные везикулы были
выделены из плазмы периферической крови ме-
тодом ХП и УЦ. Внеклеточные везикулы плазмы
крови были охарактеризованы с использованием
NTA, TEM. Наличие поверхностных маркеров
экзосом (CD9, CD63, CD81) подтверждено с по-
мощью вестерн-блотинга и проточной цитомет-
рии (рис. 1). Средние размеры и концентрация
везикул составили: при выделении методом УЦ –
123.87 ± 24.5 нм и (18.4 ± 1.4) × 1012 частиц/мл;
при выделении методом ХП – 100.38 ± 11.4 нм и
(13.73 ± 5.29) × 1012 частиц/мл. На рис. 1а, б при-
ведены примеры распределения частиц по разме-
ру при выделении везикул методами УЦ и ХП.
Поверхностный маркер экзосом – тетраспанин
CD9 – выявлен методом проточной цитометрии
во всех образцах. На рис. 1в приведен пример ви-
зуализации поверхностных маркеров экзосом
CD63 и CD81 методом вестерн-блотинга во вне-
клеточных везикулах, выделенных методами УЦ
и ХП. На рис. 1г представлена цитограмма экзосом,
выделенных методом УЦ. Аналогичные данные
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получены при выделении методом ХП. Визуали-
зация везикул, полученных методом УЦ, проведе-
на с помощью TEM (рис. 1д). Везикулы имели
округлую форму, при микроскопическом иссле-
довании визуализировалась мембрана. Размер
везикул, равный примерно 100 нм, а также пред-
ставленность специфических поверхностных мар-
керов CD9, CD63 и CD81 позволили подтвердить
присутствие экзосом.

В группах GBA-БП (N = 9), сБП (N = 10),
БН-GBA (N = 10) и контроля (N = 10) проведено
сопоставление количества и размера экзосом, полу-
ченных методом УЦ (рис. 2). Показано, что кон-
центрация экзосом плазмы крови у пациентов с
GBA-БП (28.03 (8.89–57.7) × 1012 частиц/мл), сБП
(9.8 (2.66–16.47) × 1012 частиц/мл) и в группе
БН-GBA (10.4 (1.05–50.8) × 1012 частиц/мл) была
выше, чем в контроле (3.05 (1.49–10.37) × 1012 ча-
стиц/мл, p = 0.00001, 0.008, 0.02 соответственно).
Размер частиц у пациентов с GBA-БП (127.8
(108.6–208.6) нм) и сБП (123.8 (109.0–204.6) нм)
был больше, чем в контрольной группе (107.0
(101.0–117.3) нм, p = 0.0001, 0.0001 соответствен-
но) и группе БН-GBA (112.6 (97.3–135.0), p = 0.009
и 0.019 соответственно) (рис. 3). Следует отме-
тить, что концентрация и размер внеклеточных

везикул в группе GBA-БП были статистически
значимо выше по сравнению с группой БН-GBA
(p = 0.019 и 0.009 соответственно).

Уровень альфа-синуклеина экзосом плазмы
крови оценили в группах пациентов с сБП (N =
= 34); GBA-БП (N = 9); LRRK2-БП (N = 5); БПД
(N = 15), БН-GBA (N = 10) и у представителей
контрольной группы (N = 30). Не выявлено раз-
личий в уровне альфа-синуклеина экзосом плаз-
мы крови в этих группах (рис. 4). Также не выяв-
лено влияния типа мутации как в гене GBA, так и
в гене LRRK2 на уровень альфа-синуклеина в эк-
зосомах плазмы крови лиц с наследственными
формами БП (данные не приведены).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании впервые оценена
концентрация и размер экзосом, выделенных из
плазмы крови пациентов с GBA-БП и БН-GBA.
Также определен уровень альфа-синуклеина в
лизатах экзосом плазмы крови пациентов с на-
следственной формой БП (мутации в генах GBA
и LRRK2).

Нами впервые показано увеличение количе-
ства и размера экзосом в плазме крови пациентов

Рис. 1. Характеристика размера и концентрации внеклеточных везикул методом NTA (а – экзосомы, полученные ме-
тодом УЦ, б – методом ХП), вестерн-блот тетраспанинов CD63 и CD81 в образцах везикул, полученных методами УЦ
и ХП (в), количественная оценка поверхностного маркера экзосом, тетраспанина CD9, методом проточной цитометрии
(пример экзосом, полученных методом УЦ) (г), визуализация экзосом, полученных методом УЦ, с помощью TEМ (д).
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с БП, несущих мутацию в гене GBA. Как показано
нами и другими исследователями ранее, при
GBA-БП наблюдается снижение активности
GBA, а также накопление лизосфинголипидов в
крови [12, 15, 19, 23–25]. Известно, что дисфунк-
ция GBA приводит к нарушению рециркуляции
лизосом в процессе аутофагии [15]. Сохранность
функции лизосом необходима для формирования
аутолизосомы, в частности, для удаления дефект-
ных белков из клетки. Предполагается, что нару-
шение эндосомно-лизосомного пути может при-
водить к повышенной секреции экзосом в составе

мультивезикулярных телец [12]. В исследованиях
in vitro установлено, что ингибирование функции
лизосом увеличивает секрецию внеклеточных ве-
зикул клетками [26].

На модельных животных показано, что при
подавлении активности GBA селективным инги-
битором кондуритол-B-эпоксидом (CBE) увели-
чивается секреция экзосом клетками головного
мозга мыши [27]. Ранее нарушение аутофагии от-
мечали в первичной культуре макрофагов, полу-
ченных от пациентов с болезнью Гоше [28].

Рис. 2. Концентрация экзосом плазмы крови в кон-
трольной группе, у пациентов с GBA-БП и сБП и в
группе БН-GBA.
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Рис. 3. Размер экзосом плазмы крови в группе кон-
троля, у пациентов с GBA-БП и сБП и в группе БН-
GBA.
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Рис. 4. Концентрация альфа-синуклеина экзосом плазмы крови в группе пациентов с LRRK2-БП, GBA-БП, в группе
БН-GBA, у пациентов с БПД, сБП и в контроле.
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Недавно с использованием методов NTA, ди-
намического светорассеяния и криоэлектронной
микроскопии мы охарактеризовали пул внекле-
точных везикул плазмы крови пациентов с болез-
нью Гоше [16]. Показано, что в пуле внеклеточ-
ных везикул пациентов уровень экзосомальных
маркеров (CD9, CD63, CD81, HSP70) выше, чем в
контроле, увеличен также размер везикул и изме-
нена их морфология. Большинство везикул имело
многослойную мембрану [16]. В сумме получен-
ные нами результаты подтверждают предположе-
ние о том, что нарушение метаболизма церами-
дов может влиять на пул экзосом, секретируемых
клетками.

В настоящей работе нами показано, что мута-
ции в генах GBA и LRRK2 не влияют на уровень
альфа-синуклеина экзосом плазмы крови при
БП. За последние годы проведен ряд исследова-
ний, направленных на оценку возможности ис-
пользования уровня альфа-синуклеина экзосом
периферических жидкостей (кровь, СМЖ, слю-
на) в качестве биомаркера БП. В 2014 году Shi и
соавт. показали, что уровень альфа-синуклеина
экзосом плазмы крови, содержащих поверхност-
ный маркер L1CAM, у пациентов с БП повышен
по сравнению с контрольной группой [9]. Экзо-
сомы получали методом иммунопреципитации с
использованием антител к поверхностному мар-
керу экзосом L1CAM (присутствие этого маркера
свидетельствует о нейронном происхождении эк-
зосом [29]). Уровень альфа-синуклеина оценивали
с помощью метода Luminex. В 2019 году Han и со-
авт. определили концентрацию альфа-синуклеина
общего пула экзосом плазмы крови и показали, что
уровень альфа-синуклеина у пациентов с БП выше,
чем в контроле [30]. Экзосомы плазмы крови были
получены с помощью последовательного УЦ с по-
следующей очисткой образцов методом ХП. Уро-
вень альфа-синуклеина, как и в нашей работе,
оценивали методом ИФА. В 2016 году Stuendl и
соавт. показали, что уровень альфа-синуклеина
экзосом СМЖ на ранних стадиях БП ниже, чем в
контрольной группе [10]. Экзосомы выделяли ме-
тодом последовательного УЦ, уровень альфа-си-
нуклеина оценивали методом электрохемилюми-
несценции. В 2019 году Cao и соавт. выявили по-
вышение уровня альфа-синуклеина в экзосомах
слюны у пациентов с БП по сравнению с кон-
трольной группой [11]. Экзосомы слюны получены
методом ХП, уровень альфа-синуклеина оценен с
помощью метода электрохемилюминесценции. В
2018 году Cerry и соавт. обнаружили повышение
уровня альфа-синуклеина экзосом плазмы крови у
пациентов с БП в сравнении с контрольной груп-
пой, а также выявили отрицательную корреляцию
уровня альфа-синуклеина в экзосомах плазмы
крови с тяжестью БП по шкале Хен-Яра [31]. В
каждом исследовании использовали разные ме-

тоды получения фракции внеклеточных везикул,
а также детекции альфа-синуклеина.

На данный момент существует несколько ме-
тодов выделения экзосом, каждый из которых
имеет свои плюсы и минусы. Метод последова-
тельного УЦ позволяет получить фракцию, мак-
симально чистую от внесенных в образец допол-
нительных примесей, но не позволяет полноценно
удалить следы белков и прочих молекул внекле-
точной среды биологических жидкостей. Этот
метод обычно применяют для выделения экзосом
в целях их сокультивирования с клеточными куль-
турами. Считается, однако, что метод последова-
тельного УЦ не следует использовать для выделения
фракции внеклеточных везикул без дополнитель-
ной очистки при последующей оценке белкового
состава экзосом [32]. В нашей работе мы использова-
ли коммерческий набор, принцип работы которого
основан на методе ХП экзосом из биологических
жидкостей, позволяющем удалить из биологиче-
ского образца большую часть растворимых белков
[32]. Использование этого подхода позволило нам
минимизировать содержание альфа-синуклеина
плазмы крови в исследуемых образцах.

В отличие от данных, полученных ранее, мы не
выявили повышения содержания альфа-синуклеи-
на экзосом плазмы крови при различных формах
БП по сравнению с контролем. Подобные разли-
чия могут объясняться разнообразием существую-
щих сегодня методов выделения и очистки пула
экзосом плазмы крови, а также методов детекции
альфа-синуклеина. Интересно отметить, что все
исследования по оценке белкового состава экзо-
сом плазмы крови методом масс-спектрометрии
(MC/MC) не обнаружили в их составе альфа-си-
нуклеина [26, 33].

Таким образом, нами впервые показано, что му-
тации в гене GBA влияют на пул экзосом плазмы
крови у пациентов с БП. В то же время не выявлено
влияния мутаций в генах GBA и LRRK2 на уровень
альфа-синуклеина экзосом плазмы крови.
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Все процедуры, выполненные в данной работе,
соответствуют этическим стандартам институцио-
нального комитета по исследовательской этике и
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щим изменениям или сопоставимым нормам этики.
От всех пациентов получено информированное со-
гласие.
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PLASMA EXOSOMES IN INHERITED FORMS OF PARKINSON′S DISEASE
D. G. Kulabukhova1, 2, L. A. Garaeva1, 3, A. K. Emelyanov1, 2, K. A. Senkevich1, 2, E. V. Gracheva4,

I. V. Milukhina1, 2, 4, E. Y. Varfolomeeva1, 3, A. A. Timofeeva2, A. L. Shwartsman1,
T. A. Shtam1, 3, and S. N. Pchelina1, 2, 3, 4, *
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Parkinson’s disease (PD) is the second most frequent neurodegenerative disorder. Alpha-synuclein misfolding and
aggregation resulting in neurototoxicity is a hallmark of PD. The prion properties of alpha-synuclein are discussed.
Exosomes (extrcellular vesicles 40–100 nm in size) can play a key role in the transport of pathogenic forms of al-
pha-synuclein. The most frequent inherited forms of the disease are PD, associated with mutation in the leucine-
rich repeat kinase 2 (LRRK2-PD) and glucocerebrosidase (GBA-PD) genes. The aim of our work is to evaluate
concentration and size of exosomes derived from blood plasma of patients with GBA-PD, asymptomatic GBA mu-
tation carriers and an effect of GBA and LRRK2 mutations on alpha-synuclein level in exosomes derived from pe-
ripheral blood plasma. Plasma extracellular vesicles were isolated via chemical precipitation and sequential ultra-
centrifugation and characterized by transmission electron microscopy, nanoparticle tracking analysis (NTA) and
flow cytometry. Total alpha-synuclein level in plasma exosomes was estimated by enzyme-linked immunosorbent
assay. Patients with sporadic PD, PD with dementia, patients with inherited PD (GBA-PD, LRRK2-PD) as well
as asymptomatic GBA mutation carriers were included into the study. The concentration on plasma exosomes was
higher in GBA-PD patients compared to sporadic PD, asymptomatic carriers of mutations on GBA gene and con-
trol (p = 0.004, 0.019 and 0.0001 respectively). The size of plasma exosomes was higher in GBA-PD patients com-
pared to asymptomatic carriers of GBA mutations and control (p = 0.009 and 0.0001, respectively). No significant
difference was found for exosomal alpha-synuclein levels in the studied groups. Our results allowed us to suggest
that a decrease in GBA activity may affect the pool of plasma exosomes and mutations in the LRRK2 and GBA gene
do not influence on plasma exosomal alpha-synuclein level.

Keywords: Parkinson′s disease, alpha-synuclein, exosomes, LRRK2, GBA
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