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В настоящее время молекулярные механизмы распространенного нейродегенеративного забо-
левания болезни Паркинсона  (БП) неизвестны, и, как следствие, на сегодняшний день не суще-
ствует нейропротекторных препаратов, способных остановить или замедлить процесс гибели 
нейронов. Цель данного исследования заключалась в оценке перспективности использования 
в качестве потенциальной мишени для терапии  БП молекулы mTOR путем изучения влияния 
ингибирования киназной активности mTOR в различных концентрациях на параметры клетки, 
нарушение которых ассоциировано с развитием  БП. Исследование было выполнено на пер-
вичной культуре макрофагов периферической крови неврологически здоровых индивидуумов 
и клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y. В  результате нами впервые было показано, что 
ингибирование mTOR веществом Торин  1 только при концентрации 100  нМ влияет на уровень 
фермента глюкоцереброзидазы  (GCase), кодируемого геном  GBA1, мутации в котором являются 
фактором высокого риска  БП, а также приводит к снижению патологической фосфорилирован-
ной формы белка альфа-синуклеина  (Ser129), увеличению его стабильной тетрамерной формы 
при отсутствии изменения активности лизосомных ферментов и концентрации лизосфинго-
липидов. Ингибирование протеинкиназы mTOR может быть перспективным подходом для раз-
работки терапии  БП, в частности GBA1-ассоциированной  БП.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: болезнь Паркинсона, mTOR, Торин 1, альфа-синуклеин, глюкоцереброзидаза, 
аутофагия, активность лизосомных ферментов, лизосфинголипиды.

DOI: 10.31857/S0320972524070085 EDN: WMTQWO

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона  (БП)  – это одно из наи-
более распространенных нейродегенеративных 
заболеваний, которое характеризуется гибелью 
дофаминергических нейронов в черной субстан-
ции головного мозга, накоплением и агрегацией 
белка альфа-синуклеина  [1]. Точные молекуляр-

ные механизмы БП остаются неизвестными, и, как  
следствие, на сегодняшний день не существует 
нейропротекторных препаратов, способных оста-
новить или замедлить процесс нейродегенера-
ции. Исследования последних лет указывают на 
вовлеченность в молекулярные механизмы БП 
таких процессов, как нейровоспаление, митохон-
дриальная дисфункция, нарушение липидного го-
меостаза, стресс эндоплазматического ретикулума 
и нарушение аутофаголизосомной системы  [2,  3]. 
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Принятые сокращения: БП – болезнь Паркинсона; сБП – спорадическая БП; ИПСК – индуцированные плю-
рипотентные стволовые клетки; ASMase – кислая сфингомиелиназа; GBA1-БП – БП, ассоциированная с мута-
циями в гене  GBA1; GCase  – глюкоцереброзидаза; GLA  – альфа-галактозидаза; HexSph  – гексазилсфингозин; 
LysoGb3  – лизоглоботриаозилсфингозин; LysoSM  – лизосфингомиелин.

Однако именно нарушение аутофагии, посред-
ством которой деградирует около половины белка 
альфа-синуклеина в клетке, сегодня рассматри-
вается как ключевое звено в патогенезе  БП  [4–6]. 
Таким образом, одним из перспективных подхо-
дов для терапии  БП может стать регуляция про-
цессов аутофагии, а именно регуляция пути PI3K/
AKT/mTOR  [7,  8]. Ранее нами и другими авторами 
было выявлено нарушение пути PI3K/AKT/mTOR 
как при спорадической форме БП (сБП), так и при 
БП с известной этиологией, в частности, одной из 
самых распространенных форм  – БП, ассоцииро-
ванной с мутациями в гене GBA1 (GBA1-БП) [9–14]. 
Так, нами в ходе анализа транскриптома на паци-
ент-специфичных клетках пациентов с GBA1-БП и 
мышиной модели с индукцией паркинсонизма с 
дисфункцией лизосомного фермента глюкоцере-
брозидазы  (GCase) было выявлено изменение экс-
прессии генов, регулируемых сигнальным каска-
дом PI3K/AKT/mTOR  [9,  10]. Мутации в гене  GBA1, 
кодирующем  GCase, являются фактором высокого 
генетического риска  БП и приводят к снижению 
активности и уровня  GCase как в гомозиготном, 
так и в гетерозиготном состояниях [15,  16]. В свою 
очередь, при воздействии ингибиторами киназ-
ной активности mTOR на сигнальный каскад PI3K/
AKT/mTOR было показано улучшение клиренса 
альфа-синуклеина на клеточных и мышиных мо-
делях сБП и GBA1-БП [12, 17, 18]. Однако необходи-
мо отметить, что как гипер-, так и гипоактивация 
mTOR может приводить к дисфункции лизосом и 
последующей гибели клеток  [19]. Поэтому важно 
поддерживать баланс между активацией пере-
дачи сигналов mTOR и лизосомной функцией. 
Таким образом, цель исследования заключалась 
в оценке дозозависимого влияния ингибирования 
киназной активности mTOR Торином  1 на пара-
метры клетки, изменение которых ассоциировано 
с  БП, а именно на активность лизосомных фер-
ментов и концентрацию лизосфинголипидов, сте-
пень аутофагии, уровень белка альфа-синуклеина 
и GCase в первичной культуре макрофагов пери-
ферической крови неврологически здоровых ин-
дивидуумов и клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y. Первичная культура макрофагов пери-
ферической крови и клеточная линия нейробла-
стомы SH-SY5Y в качестве объекта исследования 
были выбраны ввиду того, что данные подходы 
широко используются нами и другими исследова-
телями как для скрининга новых потенциальных 
препаратов, разрабатываемых для терапии нейро-
дегенеративных заболеваний, так и для изучения 

молекулярных механизмов заболеваний, в част-
ности, GBA1-БП  [20–22]. В  качестве ингибитора 
киназной активности mTOR был выбран Торин 1, 
так как ранее он показал свою эффективность в 
отношении снижения уровня фосфорилирован-
ного белка альфа-синуклеина  (Ser129) и восста-
новления работы аутофаголизосомной системы 
на пациент-специфичных клетках пациентов, 
являющихся биаллельными носителями мутаций 
в гене  GBA1 (с болезнью Гоше), а также пациен-
тов  с  GBA1-БП  [12,  23].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Характеристика групп, включенных в иссле-
дование. В исследование было включено 6 невро-
логически здоровых индивидуумов (2  мужчины, 
4  женщины, средний возраст  – 30,3  ±  5,9  лет), 
которые наблюдались в консультативно-диагно-
стическом центре Первого Санкт-Петербургского 
государственного медицинского университета 
им.  акад.  И.П.  Павлова.

Культивирование первичной культуры 
макрофагов периферической крови. Первичная 
культура макрофагов периферической крови была 
получена по протоколу, описанному нами ранее, 
из мононуклеарной фракции, выделенной из 
цельной крови каждого индивидуума  [21, 24,  25]. 
На  4-е сутки к первичной культуре макрофагов  
был добавлен селективный ингибитор протеин-
киназы mTOR Торин  1 («Abcam», США) в различ-
ных концентрациях (25, 50, 100, 200 нМ), выявлен
ных по результатам оценки выживаемости, с 
последующим культивированием в  течение  24  ч.

Культивирование клеточной линии нейро-
бластомы SH-SY5Y. Клеточная линия нейробласто-
мы SH-SY5Y, подаренная коллегами из Института 
цитологии  РАН, Санкт-Петербург (д.б.н.  Казначее-
ва Е.В.), культивировалась в питательной среде 
DMEM («Биолот», Россия) с добавлением 10%  эм-
бриональной бычьей сыворотки («Биолот») и 
1%  антибиотика гентамицина («Биолот») в тече-
ние 4 суток при 37  °С в атмосфере 5% СО2. Для дан-
ного исследования клеточная линия нейробла-
стомы SH-SY5Y была использована после не более 
семи пассажей. Дифференцировку клеточной 
линии SH-SY5Y проводили по протоколу, описан-
ному ранее  [26]. На  9-е  сутки культивирования 
к клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y был 
добавлен селективный ингибитор протеинкиназы 
mTOR Торин 1 в различных концентрациях (25, 50, 
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100,  200  нМ), выявленных по результатам оценки 
выживаемости, с последующим культивирова-
нием в течение 24 ч. Каждый эксперимент был 
выполнен в трех независимых повторах.

Оценка выживаемости первичной культуры 
макрофагов периферической крови и клеточной 
линии нейробластомы SH-SY5Y в присутствии 
ингибитора протеинкиназы mTOR. Первичную 
культуру макрофагов периферической крови и кле-
точную линию нейробластомы SH-SY5Y (1 × 104 кле-
ток/200 мкл  питательной среды) культивировали 
в 96-луночном планшете («Servicebio, Китай) при 
37  °С в атмосфере 5% СО2 в течение 5  суток и 
10  суток соответственно по методу, описанному 
выше, с последующим добавлением Торина  1 в 
различных концентрациях  (25, 50, 100, 150, 200, 
250, 300,  400 нМ) и культивированием в течение 
24 ч в тех же условиях. Оценку выживаемости 
проводили в соответствии с ранее описанным 
протоколом  [27].  Для каждой концентрации экс-
перименты были выполнены в трех повторах.

Оценка интенсивности процесса аутофагии 
методом иммунофлуоресценции. Первичную 
культуру макрофагов периферической крови и 
клеточную линию нейробластомы SH-SY5Y в при-
сутствии Торина 1 в различных концентрациях, 
выявленных по результатам оценки выживаемо-
сти, и без ингибитора инкубировали в течение 
30 мин в присутствии LysoTracker-Red DND-99 
(«Thermo Scientific», США); далее, клетки были 
зафиксированы с использованием 4%-ного пара-
формальдегида («Sigma-Aldrich», США) в течение 
30 мин, отмыты в фосфатно-солевом буфере («Рос-
медбио», Россия) в течение 10 мин, после чего 
инкубированы в 1%-ном бычьем сывороточном 
альбумине («Биолот») в течение 30  мин. Далее, 
препараты окрашены первичными антителами 
LC3B («ABclonal», США; A19665; 1  : 500) в течение 
60 мин и вторичными антителами, конъюгирован-
ными с флуоресцентной меткой Alexa  Fluor  488 
(«Jacsson ImmunoResearch Laboratories», США; 
1  : 400), в течение 60 мин. Детекцию полученных 
результатов проводили на конфокальном мик-
роскопе Leica TCS-SP5 («Leica  Microsystem GmbH», 
Германия). Полученные результаты проанализи-
рованы с использованием программы Fiji  (вер-
сия 2.14.0/1.54f).

Определение уровня белков фосфорилиро-
ванной формы mTOR, GCase, альфа-синуклеина и 
LC3B методом вестерн-блота. Количество общего 
белка определяли с использованием набора Pierce 
BCA Protein Assay kit («Thermo Scientific», Литва). 
Равные количества белка разделены на электро-
форезе в полиакриламидном геле (20%-ный SDS-
PAGE  – для белка LC3B, 12%-ный SDS-PAGE  – для 
остальных белков) и перенесены на поливинил-
иденфторидную мембрану («Bio-Rad», США). Изме-

рение уровня белков фосфорилированной формы 
mTOR  (Ser2448), GCase, альфа-синуклеина (фосфо-
рилированная  (Ser129), мономерная и тетрамер-
ная формы), LC3B в первичной культуре макро-
фагов периферической группы неврологически 
здоровых индивидуумов и клеточной линии ней-
робластомы SH-SY5Y в присутствии ингибитора 
протеинкиназы  mTOR в различных концентраци-
ях и без ингибитора проводилось с использовани-
ем соответствующих «первичных антител» в раз-
ведении 1  :  1000: Phospho-mTOR-S2448, «ABclonal», 
AP0094, США; Glucosylceramidase beta (GBA), 
«ABclonal», A8420; Phospho-α-Synuclein (Ser129)  
(D1R1R), «Cell Signal», #23706, США; anti-alpha-
synuclein oligomeric, «Sigma», ABN2265, США; LC3B, 
«ABclonal», A19665 и «вторичных антител» (goat 
anti-rabbit HRP conjugate, «Abcam», ab6721, Вели-
кобритания; 1  :  5000), конъюгированных с пер-
оксидазой. Окраска «вторичных антител» произ-
водилась системой для детекции Clarity Western 
ECL Blotting Substrate («Bio-Rad»). Количество ис-
следуемого белка нормировано на соответствую-
щие показатели для референсного белка GAPDH 
(«ABclonal», AC036; 1  :  15  000). Для каждого белка 
эксперименты были выполнены в трех повторах. 
Результаты вестерн-блота проанализированы с ис-
пользованием программы Fiji (версия 2.14.0/1.54f).

Оценка активности лизосомных фермен-
тов и концентрации лизосфинголипидов. Оцен-
ку ферментативной активности лизосомных 
ферментов (GCase, альфа-галактозидаза  (GLA) и 
сфингомиелиназа  (ASMase)) и концентрации со-
ответствующих субстратов (гексазилсфингозин 
(HexSph)  – смесь гликозилсфингозина и галак-
тозилсфингозина; лизосфингомиелин  (LysoSM) и 
лизоглоботриаозилсфингозин  (LysoGb3)) проводи-
ли методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии с тандемной масс-спектрометрией в 
первичной культуре макрофагов периферической 
крови неврологически здоровых индивидуумов и 
клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y в при-
сутствии Торина  1 в различных концентрациях 
и без него по протоколу, описанному нами ра-
нее  [24, 28–30]. Все измерения были выполнены 
в трех повторах.

Статистика. Статистическая обработка вы-
полнена с использованием встроенных и пред
установленных пакетов  «R»  (версия  4.3.2) (https://
cran.r-project.org/bin/windows/base/). Оценка нор-
мальности полученных вариационных рядов 
была проведена по методу Шапиро–Уилка. Для 
оценки различий между группами использовали 
парный тест Вилкоксона. Значения p  <  0,05 счи-
тали статистически значимыми. Клинические 
характеристики представлены в виде среднего 
значения  ±  стандартное отклонение, эксперимен-
тальные значения  – медиана  (мин-макс).
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В настоящее время в мире активно ведется 
поиск терапевтических мишеней для лечения БП. 
В  данном исследовании было изучено дозозави-
симое влияние ингибитора mTOR на параметры 
клетки, изменение которых ассоциировано с па-
тогенезом данного заболевания.

Оценка эффективности ингибирования mTOR 
в первичной культуре макрофагов перифери-
ческой крови неврологически здоровых инди-
видуумов и клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y при культивировании в присутствии 
ингибитора Торин  1. Для выбора оптимальной 
концентрации ингибитора протеинкиназы mTOR 
Торина  1 была оценена выживаемость клеток в 
первичной культуре макрофагов перифериче-
ской крови и клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y в присутствии Торина  1. В  дальнейшее 
исследование были включены концентрации 
Торина  1, приводящие к уменьшению жизнеспо-
собности клеток как в первичной культуре мак-
рофагов периферической крови, так и в клеточ-
ной линии нейробластомы SH-SY5Y не более, чем 
на  80%: 25,  50,  100,  200  нМ.

Эффективность дозозависимого ингибирова-
ния протеинкиназы mTOR Торином  1 на первич-
ной культуре макрофагов периферической крови 

неврологически здоровых индивидуумов и кле-
точной линии нейробластомы SH-SY5Y оценива-
лась по снижению относительного уровня фос-
форилированной формы белка mTOR  (Ser2448) 
(рис.  1,  а  и  б). Показано снижение относитель-
ного уровня белка фосфорилированной формы 
mTOR (Ser2448) в первичной культуре макрофагов 
периферической крови при обработке культуры 
Торином  1 по сравнению с необработанной куль-
турой клеток при всех исследуемых концентра-
циях без достижения статистической значимости 
(рис.  1,  в). На  клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y было также выявлено снижение относи-
тельного уровня белка фосфорилированной фор-
мы mTOR  (Ser2448) при обработке Торином  1 с 
достижением статистически значимых различий 
при концентрациях 100 и 200  нМ по сравнению с 
необработанной культурой клеток (p  <  0,01 и p  < 
<  0,001 соответственно; рис.  1,  г).

Влияние дозозависимого ингибирования 
протеинкиназы mTOR Торином  1 на аутофагию, 
лизосомную активность и уровень белка GCase 
в первичной культуре макрофагов перифери-
ческой крови неврологически здоровых инди-
видуумов и клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y. Изменение степени аутофагии в пер-
вичной культуре макрофагов периферической 
крови неврологически здоровых индивидуумов 

Рис. 1. Влияние дозозависимого ингибирования протеинкиназы mTOR Торином  1 на уровень белка фос-
форилированной формы mTOR  (Ser2448). а  –  Данные вестерн-блота для фосфорилированной формы белка 
mTOR (Ser2448) в первичной культуре макрофагов периферической крови; б – данные вестерн-блота для фос-
форилированной формы белка mTOR  (Ser2448) в клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y. в  –  Относитель-
ный уровень фосфорилированной формы белка mTOR (Ser2448) в первичной культуре макрофагов перифери-
ческой крови (n  =  6, где n  – число независимых образцов); г  –  относительный уровень фосфорилированной 
формы белка mTOR  (Ser2448) в клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y (n  =  5, где n  – число независимых 
клеточных линий). **  p  <  0,01; ***  p  <  0,001; ****  p  <  0,0001
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Рис. 2. Влияние дозозависимого ингибирования протеинкиназы mTOR Торином 1 на уровень белков LC3B-II 
и GCase. а  –  Данные вестерн-блота для белков LC3B-II и GCase в первичной культуре макрофагов перифе-
рической крови; б  –  данные вестерн-блота для белков LC3B-II и GCase в клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y. в – Относительный уровень белка LC3B-II в первичной культуре макрофагов периферической крови 
(n  =  6, где n  – число независимых образцов); г  –  относительный уровень белка GCase в первичной культу-
ре макрофагов периферической крови (n  =  6, где n  –  число независимых образцов); д  –  относительный уро-
вень белка LC3B-II в клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y (n = 5, где n  – число независимых клеточных 
линий); е  –  относительный уровень белка GCase в клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y (n  =  5, где n  – 
число независимых клеточных линий). *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ***  p  <  0,001

и клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y оце-
нивалась по относительному уровню основного 
маркера аутофагии, белка  LC3B-II, и флуоресцент-
ному окрашиванию белка  LC3B и лизосом, пред-
полагая, что колокализация LC3B с лизосомами 
может интерпретироваться как слияние аутофаго-
сом с лизосомами  (рис. 2, а и б; рис. 3, а и б)  [31].

В первичной культуре макрофагов перифери-
ческой крови неврологически здоровых индиви-
дуумов при обработке Торином 1 в концентрации 

200  нМ наблюдалось выраженное снижение отно-
сительного уровня белка LC3B-II по сравнению с 
клетками, обработанными индуктором аутофагии 
в концентрации 100  нМ, и необработанной куль-
турой клеток  (p  <  0,05; рис.  2,  в). При концентра-
циях Торина  1 25, 50 и  100  нМ было показано 
увеличение уровня LC3B-II, но без достижения 
статистической значимости  (p  >  0,05; рис.  2,  в). 
На клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y так-
же не было выявлено статистически значимого 
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Рис. 3. Оценка степени колокализации LC3B с лизосомами при дозозависимом ингибировании протеинки-
назы mTOR Торином  1. а  –  Данные иммунофлуоресценции для белка LC3B и лизосом в первичной культуре 
макрофагов периферической крови, 10  мкм; б  –  данные иммунофлуоресценции для белка LC3B и лизосом 
в  клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y, 10  мкм. в  –  Степень колокализации LC3B с лизосомами в пер-
вичной культуре макрофагов периферической крови (n  =  6, где n  – число независимых образцов); г  –  сте-
пень колокализации LC3B с лизосомами клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y (n  =  5, где n  – число не-
зависимых клеточных линий). *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ****  p  <  0,0001; ns  – без статистической значимости

увеличения уровня белка LC3B-II при добавлении 
ингибитора Торин  1 во всех исследуемых концен-
трациях  (рис.  2,  д).

Также было показано увеличение степени 
колокализации LC3B с лизосомами в первич-
ной культуре макрофагов периферической крови 
неврологически здоровых индивидуумов при 
обработке Торином  1 во всех исследуемых кон-
центрациях по сравнению с клетками без добав-
ления индуктора  (p  <  0,05; рис.  3,  в). Обнаружено 
увеличение степени колокализации LC3B с ли-
зосомами в клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y при обработке Торином  1 в концентраци-
ях 25 и  50  нМ по сравнению с необработанными  

клетками  (p  <  0,01 и p  <  0,0001 соответственно; 
рис.  3,  г).

В данном исследовании была оценена актив-
ность лизосомных ферментов (GCase, GLA, ASMase) 
и концентрация лизосфинголипидов (HexSph, 
LysoGb3, LysoSM), которые вовлечены в метаболизм 
церамидов и связаны с патогенезом  БП  [28–30, 
32,  33], в первичной культуре макрофагов пери-
ферической крови неврологически здоровых ин-
дивидуумов и клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y  при добавлении индуктора аутофагии, 
Торина  1 (рис. 4). Интересно отметить, что только 
концентрация 100  нМ Торина  1 не приводила к 
изменению активности лизосомных ферментов 
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Рис. 4. Активность лизосомных ферментов (GCase, GLA, ASMase) и концентрации соответствующих ли-
зосфинголипидов (HexSph, LysoGb3, LysoSM) при дозозависимом ингибировании протеинкиназы mTOR  
Торином  1 в первичной культуре макрофагов периферической крови (а и в; n  =  6, где n  – число независи-
мых образцов) и клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y (б и г; n  =  5, где n  – число независимых клеточ-
ных линий). *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ns  – без статистической значимости
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Рис. 5. Влияние дозозависимого ингибирования протеинкиназы mTOR Торином  1 на уровень различных 
форм белка альфа-синуклеина (мономерный, фосфорилированный (Ser129), тетрамерный) в клеточной ли-
нии нейробластомы SH-SY5Y (n  =  5, где n  – число независимых клеточных линий). а  –Данные вестерн-блота 
для различных форм белка альфа-синуклеина (мономерный, фосфорилированный  (Ser129), тетрамерный). 
б  – Относительный уровень фосфорилированной  (Ser129) формы белка альфа-синуклеина; в  – относитель-
ный уровень мономерной формы белка альфа-синуклеина; г – относительный уровень тетрамерной формы 
белка альфа-синуклеина; **  p  <  0,01

и концентраций лизосфинголипидов по срав-
нению с необработанными культурами клеток   
(p  >  0,05).

Впервые было показано увеличение относи-
тельного уровня белка GCase в первичной культуре 
макрофагов периферической крови неврологиче-
ски здоровых индивидуумов  (рис.  2,  г) и клеточ-
ной линии нейробластомы SH-SY5Y  (рис.  2,  е) при 
обработке двух культур клеток Торином  1 в кон-
центрации 100  нМ  (p  >  0,05 и p  <  0,05 соответ-
ственно) по сравнению с культурами клеток без 
добавления индуктора аутофагии.

Влияние дозозависимого ингибирования 
протеинкиназы mTOR Торином  1 на уровень раз-
личных форм белка альфа-синуклеина (моно-
мерный, фосфорилированный  (Ser129), тетра-
мерный) на клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y. Относительный уровень различных форм 
белка альфа-синуклеина был оценен в клеточной 
линии нейробластомы SH-SY5Y  (рис. 5). Определе-
ние уровня белка альфа-синуклеина в первичной 
культуре макрофагов периферической крови не 
было проведено ввиду недостаточной чувстви-
тельности метода для оценки альфа-синуклеина в 
данном типе клеток. В результате было выявлено 
снижение фосфорилированной формы белка альфа- 

синуклеина  (Ser129) при обработке клеточной 
линии нейробластомы SH-SY5Y Торином  1 в кон-
центрациях 25, 100 и 200  нМ по сравнению с не-
обработанными клетками  (p  <  0,01; рис.  5,  а  и  б). 
Наряду со снижением фосфорилированной формы 
белка  (Ser129), впервые было выявлено увеличе-
ние уровня тетрамерного альфа-синуклеина при 
обработке Торином  1 в концентрациях 50, 100 
и  200  нМ по сравнению с необработанной куль-
турой (p  <  0,01; рис.  5,  а  и  г). Уровень мономер-
ного белка альфа-синуклеина в клеточной линии 
нейробластомы SH-SY5Y при обработке Торином 1 
не достигал статистически значимых изменений 
(p  >  0,05; рис.  5,  а  и  в).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

На сегодняшний день не существует нейро-
протекторной терапии, способной замедлить или 
остановить развитие  БП. Используемые лекар-
ственные препараты являются симптоматически-
ми. Поэтому актуальным является поиск новых 
терапевтических мишеней для лечения  БП, спо-
собных снизить накопление белка альфа-синук-
леина и скорость гибели нейронов. Последние 
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данные указывают на ключевую роль дисфунк-
ции лизосом и процессов аутофагии в патогенезе 
БП  [34,  35]. Одними из перспективных мишеней 
для разработки терапии БП на сегодняшний день 
являются белки, участвующие или регулирующие 
процессы аутофагии  [36–38].

В данном исследовании было изучено дозо-
зависимое влияние ингибирования протеинкина-
зы mTOR, которая является ключевой молекулой 
в процессе регуляции аутофагии, на параметры 
клетки, изменение которых ассоциировано с пато-
генезом  БП. Нами впервые показано, что ингиби-
рование mTOR в различных концентрациях Тори-
на 1 влияет на активность лизосомных гидролаз 
и концентрацию их субстратов лизосфинголипи-
дов, увеличение уровня белка GCase на первич-
ной культуре макрофагов периферической крови 
и клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y, а 
также на снижение фосфорилированной формы 
белка альфа-синуклеина (Ser129) на фоне увеличе-
ния его тетрамерной формы на клеточной линии 
нейробластомы SH-SY5Y при добавления индук-
тора аутофагии.

Молекула mTOR  – это серин-треониновая про-
теинкиназа, которая существует в клетке в виде 
субъединицы внутриклеточных мультимоле-
кулярных сигнальных комплексов mTORC1 и 
mTORC2, которые, в свою очередь, входят в сиг-
нальный каскад PI3K/AKT/mTOR. Путь PI3K/AKT/
mTOR играет важную роль в регуляции пере-
дачи сигнала и различных биологических про-
цессов, таких как пролиферация клеток, апоптоз, 
метаболизм, ангиогенез, воспаление, а также в 
поддержании лизосомной функции и процессов 
аутофагии  [39,  40]. Нарушение работы сигналь-
ного киназного каскада PI3K/AKT/mTOR, влияя 
на процессы аутофагии, может приводить к на-
коплению белковых агрегатов и гибели клеток 
при различных протеинопатиях и в том числе 
при БП  [41,  42]. В  частности, ранее в черной суб-
станции мышей с 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетра-
гидропиридин (МФТП)-индуцированным паркин
сонизмом было показано изменение уровня 
фосфорилированного белка mTOR, а на клеточной 
линии нейробластомы SH-SY5Y с миссенс-мутаци-
ей A53T в гене SNCA, наиболее распространенной 
мутацией в гене  SNCA, приводящей к развитию 
аутосомно-доминантной формы  БП с ранним 
началом, показано усиление передачи сигна-
лов mTOR/P70S6K и нарушение аутофагии, что, в 
свою очередь, способствует еще большей агрега-
ции альфа-синуклеина A53T  [43–45]. Кроме того, 
в исследовании, выполненном на аутоптатах го-
ловного мозга, было выявлено увеличение уровня 
mTOR в височной коре пациентов с деменцией с 
тельцами Леви, которые так же, как и пациенты 
с БП, характеризуются накоплением белка альфа-

синуклеина  [46]. Увеличение уровня фосфорили-
рованной формы белка mTOR было показано и на 
нейронах, дифференцированных из индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), 
полученных от пациентов с GBA1-БП, в ходе про-
теомного анализа и вестерн-блота  [11,  12]. Таким 
образом, mTOR может являться перспективной 
молекулой для разработки терапии GBA1-БП.

Однако результаты по ингибированию про
теинкиназной активности mTOR носят противоре-
чивый характер, так как в различных моделях БП 
наблюдались как нейропротекторные, так и ней-
ротоксические эффекты, которые могут быть свя-
заны с нарушением баланса mTOR, в частности, 
из-за концентраций используемых ингибиторов, 
приводя к гибели клеток  [8,  19]. В настоящее вре-
мя ингибиторы киназной активности mTOR раз-
делены на четыре класса: антибиотические ал-
лостерические ингибиторы, которые селективно 
ингибируют комплекс mTORC1 (ингибиторы пер-
вого поколения, рапамицин и его рапологи); ATP-
конкурентные ингибиторы, способные ингибиро-
вать комплексы mTORC1 и mTORC2 (ингибиторы 
второго поколения, Ku-0063794, WYE-3541, Торин 1 
и  др.); ингибиторы двойной специфичности ки-
назной активности mTOR и PI3K (ингибиторы вто-
рого поколения, GNE477, NVP-BEZ235 и  др.); дру-
гие новые ингибиторы (третье поколение, P529, 
RapaLinks и др.)  [47]. Сегодня прямые и опосредо-
ванные ингибиторы киназной активности mTOR 
находятся на стадиях клинических испытаний 
для терапии различных нейродегенеративных 
заболеваний и протеинопатий  (БП  (NCT05357989, 
NCT05781711); болезнь Гентингтона (NCT04826692); 
болезнь Альцгеймера (NCT03748706, NCT04511416); 
боковой амиотрофический склероз (NCT04577404)). 
В  нашем исследовании в качестве ингибитора 
киназной активности mTOR был выбран прямой 
ингибитор mTOR Торин  1, который на сегодняш-
ний момент не находится на стадии клинических 
испытаний для терапии нейродегенеративных за-
болеваний. Однако на мышах с индукцией пар-
кинсонизма и на клеточных линиях, полученных 
от пациентов, являющихся биаллельными носи-
телями мутаций в гене  GBA1 (с болезнью Гоше), 
и пациентов с GBA1-БП была показана эффектив-
ность Торина  1 в отношении основных биохими-
ческих характеристик патогенеза  БП, а именно: 
снижение уровня фосфорилированной формы 
альфа-синуклеина  (Ser129), восстановление ра-
боты аутофаголизосомной системы и снижение 
степени нейродегенерации [12, 23, 48], что делает 
его перспективным препаратом для терапии  БП, 
в частности  GBA1-БП.

В нашем исследовании впервые на клеточ-
ных моделях было оценено дозозависимое влия-
ние ингибирования киназной активности mTOR 
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на работу лизосом по изменению уровня основ-
ного маркера аутофагии LC3B-II, уровня белка 
GCase, а также по изменению активности лизо-
сомных гидролаз и концентрации лизосфинголи-
пидов. Показано, что в присутствии ингибитора 
mTOR Торина 1 в концентрациях 25, 50 и 100  нМ в 
первичной культуре макрофагов периферической 
крови и в концентрациях 25, 50, 100 и  200  нМ в 
клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y проис-
ходит незначительное увеличение относительно-
го уровня белка LC3B-II, которое сопровождается 
увеличением степени колокализации белка LC3B 
с лизосомами в первичной культуре макрофагов 
периферической крови при добавлении Торина  1 
во всех исследуемых концентрациях и в клеточ-
ной линии нейробластомы SH-SY5Y при добавле-
нии Торина 1 в концентрациях 25 и 50 нМ. Ранее 
было показано, что ингибирование киназной ак-
тивности mTOR на мышиных моделях с МФТП-
индуцированным паркинсонизмом и в клеточной 
линии нейробластомы с токсичными катионами 
1-метил-4-фенилпиридиния  (МФП+) приводит к 
изменению уровня белка LC3 и увеличению уров-
ня экспрессии LAMP1, основного маркера лизо-
сом, на уровне мРНК и белка  [43,  49]. На  нейро-
нах, дифференцированных из ИПСК пациентов с 
GBA1-БП после воздействия Торина 1, было также 
показано увеличение уровня белка LC3B-II в при-
сутствии хлорокина, который является ингибито-
ром аутофагосомной деградации  [12].

Для оценки активности лизосомных гидролаз 
были выбраны ферменты GCase, GLA, ASMase и 
сфинголипиды HexSph, LysoGb3, LysoSM, участву-
ющие в обмене церамидов, нарушение которого 
ассоциировано с патогенезом  БП  [28–30, 32,  33]. 
Лизосомные ферменты GCase, GLA, ASMase коди-
руются генами GBA1, GLA, SMPD1 соответственно. 
Мутации в данных генах приводят к классу лизо-
сомных болезней накопления, характеризующие-
ся снижением активности ферментов и накоп-
лением лизосфинголипидов, а также являются 
фактором риска  БП  [50]. Нами впервые было по-
казано снижение активности ферментов при всех 
исследуемых концентрациях Торина  1 на первич-
ной культуре макрофагов периферической крови 
и клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y, кро-
ме концентрации 100  нМ, при которой сохраня-
лись активности ферментов и концентрации суб-
стратов, как без добавления индуктора аутофагии. 
Данный результат позволяет предположить, что 
концентрации 25, 50 и 200  нМ Торина  1 могут 
приводить к дисбалансу процессов в клетке, в 
частности, к нарушению работы лизосом, что мо
жет приводить в итоге к гибели клетки  [8,  19]. 
Кроме того, мы впервые оценили влияние инги-
битора Торин  1 на относительный уровень фер-
мента GCase, активность которого снижается при 

GBA1-БП и сБП  [51–53]. Относительный уровень 
белка GCase увеличивался в первичной культуре 
макрофагов периферической крови при воздей-
ствии Торина  1 в концентрациях 25, 100  нМ и в 
клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y при 
воздействии Торина  1 в концентрациях 50, 100 
и  200  нМ. Ранее другой ингибитор RTB101, инги-
битор киназной активности двойной специфич-
ности к молекулам mTOR и PI3K, снижал уровень 
глюкозилцерамида  – основного субстрата GCase  – 
в крови и спинномозговой жидкости пациентов 
с  GBA1-БП  [54].

Интересно отметить, что ранее так же было 
показано влияние индукторов mTOR-зависимой 
аутофагии на уровень белка альфа-синуклеина  – 
ключевого белка в патогенезе БП [12,  17,  18]. Альфа- 
синуклеин существует в клетках в различных 
формах. При этом фосфорилированная форма 
альфа-синуклеина  (Ser129) способствует его агре-
гации и является наиболее токсичной для клетки 
и чаще всего встречается в составе патологиче-
ских включений при  БП  [55]. Обсуждается, что 
тетрамерная форма белка является физиологиче-
ской и наиболее стабильной формой, в отличие 
от мономерной, к образованию нейротоксичных 
олигомеров  [56]. В  данном исследовании мы по-
казали снижение фосфорилированного уровня 
белка альфа-синуклеина  (Ser129) без изменений 
в уровне мономерного на клеточной линии ней-
робластомы SH-SY5Y при обработке Торином  1 в 
концентрациях 25, 100 и  200  нМ по сравнению с 
необработанными клетками. Ранее на клеточных 
и животных моделях с гиперэкспрессией альфа-
синуклеина ингибирование молекулы mTOR 
приводило к дозозависимому снижению уровня 
фосфорилированной  (Ser129) и мономерной форм 
белка альфа-синуклеина [17, 18, 57, 58]. Снижение 
фосфорилированного альфа-синуклеина  (Ser129) 
без достижения статистической значимости при 
обработке Торином  1 было показано на нейро-
нах, дифференцированных из ИПСК пациентов с 
GBA1-БП  [12]. Механизм, который лежит в осно-
ве снижения фосфорилированной формы белка 
альфа-синуклеина за счет ингибирования киназ-
ной активности mTOR Торином  1, не известен. 
Однако при ингибировании активности mTOR 
метформином, являющимся ингибитором второго 
поколения, как и Торин 1, на первичной культуре 
нейронов гиппокампа мышей была показана ак-
тивация протеинфосфатазы  2А  (PP2A), способной 
дефосфорилировать белок альфа-синуклеин  [18]. 
В  то же время нами впервые было показано уве-
личение уровня тетрамерной формы белка альфа-
синуклеина в клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y при обработке Торином  1 всеми иссле-
дуемыми концентрациями по сравнению с необ-
работанными клетками.
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Данное исследование имеет ряд ограничений. 
Первичная культура макрофагов периферической 
крови была получена от неврологически здоро-
вых индивидуумов, а клеточная линия нейробла-
стомы SH-SY5Y была использована без индукции 
паркинсонизма и дисфункции фермента  GCasе. 
Необходимы дальнейшие исследования на па-
циент-специфических клетках, полученных от 
пациентов с  БП, в частности, GBA1-БП и клеточ-
ных линиях, отражающих нозологию изучаемого 
заболевания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на то что нейропротекторные свой-
ства Торина  1 ранее были показаны на живот-
ных моделях и на клеточных культурах, наше 
исследование, выполненное на первичной куль-
туре макрофагов периферической крови невро-
логически здоровых индивидуумов и клеточной 
линии нейробластомы SH-SY5Y, расширяет пред-
ставления о действии ингибитора mTOR Торин  1 
на параметры клетки, изменение которых может 
быть связано с  БП. Так, нами показано, что раз-
личные концентрации Торина  1 могут приводить 
к снижению активности лизосомных гидролаз и 
увеличению концентраций лизосфинголипидов, 
что может быть фатально для клетки. Однако 
оптимальные концентрации Торина  1 могут спо-
собствовать индукции аутофагии на фоне увели-
чения белка GCase, снижения фосфорилирован-
ного альфа-синуклеина  (Ser129), увеличения его 
тетрамерной формы при отсутствии выраженного 
изменения активности лизосомных гидролаз и 
концентрации лизосфинголипидов. Ингибирова-

ние протеинкиназы mTOR Торином  1 может быть 
перспективным подходом для разработки тера-
пии  БП, в частности GBA1-БП, однако, вероятно, 
будет необходим тщательный подбор терапев-
тических доз. Подобные исследования обладают 
научной значимостью, так как позволяют расши-
рить представления о молекулярных механизмах 
действия различных химических веществ и оце-
нить их перспективу использования для терапии 
заболеваний.
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IN PERIPHERAL BLOOD MONOCYTE-DERIVED MACROPHAGES 
AND SH-SY5Y NEUROBLASTOMA CELL LINE BY UPON INHIBITION 

OF mTOR PROTEIN KINASE – ASSESSMENT OF THE PROSPECTS  
OF PARKINSON’S DISEASE THERAPY
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To date, the molecular mechanisms of the common neurodegenerative disorder Parkinson’s disease (PD) 
are unknown and, as a result, there is no neuroprotective therapy that may stop or slow down the 
process of neuronal cell death. The aim of the current study was to evaluate the prospects of using the 
mTOR molecule as a potential target for PD therapy due dose-dependent effect of mTOR kinase activity 
inhibition on cellular parameters, the  alteration  of which is associated with pathogenesis of the PD.  
The study was performed on peripheral blood monocyte-derived macrophages and SH-SY5Y neuro-
blastoma cell line. As a result, we have first showed that inhibition of mTOR by Torin1 only at a con-
centration of 100  nM affects the level of the lysosomal enzyme glucocerebrosidase (GCase), encoded 
by the GBA1 gene, mutations in which are a high-risk factor for PD, and leads also to a decrease in 
pathological phosphorylated (Ser129) form  of alpha-synuclein, an increase in its aggregation resistant 
tetrameric form in absence of the changes in lysosomal enzyme activities and lysosphingolipids concen-
trations. Inhibition of the protein kinase mTOR may be a promising approach for developing therapy 
for PD, in particular GBA1-associated PD.

Keywords: Parkinson’s disease, mTOR, Torin  1, alpha-synuclein, glucocerebrosidase, autophagy, lysosomal 
enzyme activity, lysosphingolipids


