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Резюме. Потеря дофаминергических нейронов черной субстанции головного мозга человека яв-
ляется основным патоморфологическим признаком болезни Паркинсона (БП). Предполагается, что 
гибель нейронов происходит посредством программируемой клеточной гибели (апоптоза). Признаки 
апоптоза могут наблюдаться в лимфоцитах крови у пациентов с БП. Методом проточной цитофлу-
орометрии (окраска на PI + Annexin V FITC) нами проведено исследование апоптоза лимфоцитов 
периферической крови у 9 пациентов с БП (4, получающих препараты Л-ДОФА, и 5 – не получаю-
щих) и 9 лиц контрольной группы. При инкубации лимфоцитов in vitro в течение 24 часов наблюдали 
повышенный уровень спонтанного апоптоза у пациентов с БП по сравнению с контролем (p < 0,01). 
Уровень апоптоза был ниже у пациентов, принимающих терапию Л-ДОФА, по сравнению с пациен-
тами, не получающими терапию (p < 0,01). Полученные данные подтверждают роль апоптоза в пато-
генез БП и предполагают влияние проводимой терапии препаратами Л-ДОФА на уровень апоптоза 
лимфоцитов периферической крови.
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Increased spontaneous apoptosIs of perIpheral blood lymphocytes from 
patIents wIth parkInson’s dIsease

abstract. Progressive loss of dopaminergic neurons from substantia nigra is the major pathomorphological 
sign in Parkinson’s disease (PD). Neuronal death is suggested to occur by programmed cell death (apoptosis) 
in PD patients, thus being involved into the mechanisms of neurodegeneration. Indirect signs of apoptosis 
may be revealed in peripheral blood lymphocytes (PBL) from PD patients. Using flow cytometry and annexin 
V-binding kit (PI + Annexin V FITC), we estimated PBL apoptosis in nine patients with PD (four untreated 
cases and five persons treated with L-DOPA), as compared with nine control persons. Spontaneous apoptosis 
at 24 h was higher in PD patients, as compared with controls (p < 0.01). Apoptosis rate was lower in patients 
receiving therapy with L-DOPA, than in untreated patients (p < 0.01). Our results support a possible role 
of apoptosis in PD pathogenesis, and suggest some effects of L-DOPA treatment upon apoptotic rates of 
peripheral blood lymphocytes. (Med. Immunol., 2012, vol. 14, N 1-2, pp 149-152)
Keywords: Parkinson’s disease, apoptosis, lymphocytes.

Болезнь Паркинсона (БП) – широко распро-
страненное нейродегенеративное заболевание, 

которое характеризуется прогрессивной потерей 
дофаминергических нейронов черной субстан-
ции головного мозга человека. Нарушение регу-
ляции апоптоза дофаминергических нейронов 
черной субстанции рассматривается как один 
из возможных механизмов их гибели при БП. 
Признаки апоптоза обнаруживаются как при 
анализе аутоптатов у пациентов с БП, так и в экс-
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периментах, выполненных на модельных живот-
ных [11, 17, 19]. Следует, однако, отметить, что 
не все посмертные исследования мозга пациен-
тов с БП выявляют морфологическом признаки 
апоптоза [13]. Таким образом, вопрос о механиз-
ме гибели нейронов черной субстанции при БП 
остается открытым. В частности не исключается 
возможность участия факторов воспаления и ау-
тофагии [3, 20].

Лимфоциты периферической крови часто ис-
пользуются для изучения механизма патогенеза 
нейродегенеративных заболеваний [7, 15]. В силу 
сходства процессов, связанных с обменом до-
фамина в нейронах и лимфоцитах, выявляемые 
в лимфоцитах пациентов с БП молекулярные на-
рушения могут отражать особенности патогенеза 
заболевания [8, 9]. 

Настоящее исследование посвящено оценке 
спонтанного апоптоза лимфоцитов перифериче-
ской крови у пациентов с БП. 

Материалы и методы
Характеристика обследованных групп
Группа пациентов c БП состояла из 9 человек 

(средний возраст 64±9 лет, 2 мужчин, 7 женщин). 
Среди пациентов с БП были исключены наибо-
лее распространенные наследственные формы 
БП, ассоциированные с мутациями в гене LRRK2 
[14]. Пациенты с БП проходили неврологическое 
обследование в консультативно-диагностиче-
ском центре Санкт-Петербургского Государ-
ственного Медицинского Университета им. акад. 
И.П. Павлова. Критериями отбора служило соче-
тание хотя бы двух фенотипических проявлений, 
характерных для БП: гипокинезия, ригидность, 
тремор покоя, постуральная неустойчивость. Те-
чение заболевания соответствовало I-II степени 
согласно принятой международной классифи-
кации [2]. Контрольная группа состояла из 9 до-
бровольных доноров (средний возраст 60±6 лет, 4 
мужчин, 5 женщин), с отсутствием нейродегене-
ративных заболеваний. Исследованные группы 
были сопоставимы по полу и возрасту на момент 
проведения исследования (р > 0,05) (табл. 1). Все 
индивидуумы, вошедшие в настоящее исследо-
вание, являлись жителями Санкт-Петербурга. 
Исследование одобрено этическим комитетом 
Санкт-Петербургского Государственного Меди-
цинского Университета им. акад. И.П. Павлова. 

Оценка апоптоза 

Лимфоциты выделяли из свежесобранной ве-
нозной крови методом градиентного центрифу-
гирования c использованием «Фикол» (БиоЛот) 
по методике описанной ранее [1]. Полученные 
клетки отмывали 2 раза в среде RPMI-1640, а затем 
ресуспендировали в культуральной среде (RPMI-
1640, 10% фетальной сыворотки). Полученная су-
спензия содержала 5 × 106 клеток/мл. Клеточную 
суспензию распределяли в лунки на плашке по 2 
мл. Клетки культивировались в СО2-инкубаторе 
(5% СО2, 37 ºС) в течение 48 часов. 

Для оценки количества клеток на ранних 
и поздних стадиях апоптоза использовали про-
точную цитофлуорометрию с двойным флуо-
ресцентным окрашивании клеток конъюги-
рованным с флюорохромом – флюоресцеин 
изотиоционатом аннексином V (Annexin V-FITC) 
и пропидиум йодидом (PI) (FITC ANNEXIN V 
APOPTOSIS DETECTION KITI, BD Pharmingen, 
USA). Данный метод основан на способности 
белка аннексина V связывать фосфатидилсери-
ны, транслоцируемые на мембрану клеток на ран-
них стадиях апоптоза [17]. Использование парал-
лельного окрашивания PI позволяет выявлять 
некротические клетки, а также клетки, находя-
щиеся на поздних стадиях апоптоза. Для анализа 
клеточную суспензию дважды отмывали в фос-
фатно-солевом буфере (ФСБ) и осаждали цен-
трифугированием на 1000. К полученному осадку 
клеток добавляли 50 мкл связывающего буфе-
ра, ресуспендировали и инкубировали с 2,5 мкл 
Annexin V-FITC и 2,5 мкл PI (2 мМ/л) в темно-
те при комнатной температуре в течение 15 мин. 
Измерения проводили на проточном цитометре 
Beckman Coulter Cytomics FC 500 (USA) втечение 
часа после окрашивания. Такой же забор матери-
ала проводился через 24 и 48 часов с момента на-
чала культивирования лимфоцитов. 

Анализировали параметры флуоресценции 
(зеленой (FITC-530 нм) и красной (PI – 650 нм) 
в области лимфоцитарных клеток, выделяемых 
по показателям малоуглового (FSC) и бокового 
(FSS) светорассеяний, характеризующих размер 
и гранулярность клетки, соответственно. Реги-
стрировалось не менее 2000 событий. Пример 
цитограмм представлен на рисунке 1. Для каж-
дого измерения регистрировали суммарный про-
цент клеток, находящихся на ранних и поздних 
стадиях апоптоза, от общего количества клеток.

Статистическая обработка результатов

Таблица 1. КлиничесКие хараКТерисТиКи обследованных групп

БП БП Л-ДОФА «-» БП Л-ДОФА «+» Контроль
N N = 9 N = 5 N = 4 N = 9
Пол (ж/м) 7/2 4/1 3/1 5/4
Возраст (лет) 64±9 69±8 63±10 60±6
Продолжительность заболевания (лет) 9±2 9,6±3,4 9±0,5
Дозы Л-ДОФА (млг/день) 250±50
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Результаты обрабатывали с использованием 
программы SPSS 12. Показатели, полученные 
в различных группах, сравнивали с помощью 
непараметрического метода – U-теста Манна–
Уитни, p < 0,05 принимали за значимый уровень 
достоверности. Средние значения приведены 
со стандартным отклонением (±SD). 

Результаты и обсуждение
Средний уровень апоптоза лимфоцитов пери-

ферической крови у пациентов с БП и контроль-
ной группе представлен в процентах клеток, во-
шедших в апоптоз, от общего количества клеток 
(табл. 2). Через 24 часа культивирования наблю-
дали статистически значимое увеличение уровня 
спонтанного апоптоза лимфоцитов перифериче-
ской крови у пациентов с БП (р < 0,01) по срав-
нению с контролем. Пример цитограмм от паци-
ента с БП и контроля, полученных при окраске 
лимфоцитов (аннексин V + PI) после 24 инкубац-
ции in vitro представлены на рисунке 1. 

В нашем исследовании группа пациентов с БП 
в зависимости от приема Л-ДОФА-содержащих 
препаратов была разделена на 2 группы: на паци-
ентов, принимающих (n = 4) и не принимающих 
Л-ДОФА-содержащие препараты (n = 5). Через 
24 часа инкубации лимфоцитов в стандартных 
условиях был выявлен повышенный спонтан-
ный апоптоз лимфоцитов периферической кро-
ви у пациентов с БП не принимающих терапию 
Л-ДОФА в сравнении как с контрольной группой 
(р < 0,01), так и с пациентами получающие пре-
параты Л-ДОФА (р < 0,05) (табл. 2). 

Литературные данные свидетельствуют о сни-
жении количества циркулирующих лимфоци-
тов периферической крови пациентов с БП при 
увеличении числа их активированных форм 
(CD4(+)CD25(+)), что предполагает активацию 
апоптоза [5]. У пациентов с БП в лимфоцитах 
выявлены также изменение маркеров апоптоза: 
снижение уровня BCL-2, увеличение экспрессии 
FAS, возрастание уровня активных каспаз 3, 8 и 9 
[6, 12]. В нашем исследовании выявлено усиле-
ние спонтанного апоптоза лимфоцитов перифе-
рической крови у пациентов с БП по сравнению 
с контролем. Ранее аналогичные данные получе-
ны в работе Calopa с соавт. [7]. Полученные нами 
результаты, а также данные зарубежных исследо-
вателей, свидетельствуют об усилении апоптоза 
лимфоцитов периферической крови при БП. Вы-
явленные изменения могут отражать индукцию 
апоптоза в нейронах мозга.

В настоящем исследовании выявлено влияние 
Л-ДОФА на уровень спонтанного апоптоза у па-
циентов с БП. Действительно, наблюдаемые нами 
увеличение уровня апоптоза лимфоцитов отно-
сились только к пациентам, не принимавшим 
препараты Л-ДОФА. У таких пациентов уровень 
спонтанного апоптоза был выше как по сравне-
нию с контролем, так и с пациентами, получа-
ющими лечение Л-ДОФА. Раннее Calopa и соавт 
также отмечали снижение апоптоза лимфоцитов 
периферической крови у пациентов, принимаю-
щих препараты Л-ДОФА по сравнению с пациен-
тами, не получающими препараты этой группы 
[7]. Напротив, в исследованиях Schaefer с соавт. 

Таблица 2. уровень апопТоза лимфоциТов у пациенТов с бп и в КонТрольной группе через 1, 24 
и 48 часов инКубации

Группа Количество лимфоцитов, вошедших в апоптоз, %
Время культивирования, ч 1 24 48
Пациенты с БП (N = 9) 4,40±2,44 8,87±3,18* 8,39±2,87
Пациенты с БП, не принимающие Л-ДОФА (N = 5) 5,18±3,14 9,84±2,92** 8,92±3,77
Пациенты с БП, принимающие Л-ДОФА (N = 4) 3,43±0,67 6,78±1,71 7,73±1,37
Контрольная группа (N = 9) 3,33±2,00 4,76±2,40 6,42±3,34

примечание. * p = 0,007 по сравнению с контрольной группой;  
** р = 0,009, по сравнению с контрольной группой; р = 0,05 по сравнению с пациентами, принимающими препараты 
Л-ДОФА.

рисунок 1. пример цитограмм спонтанного апоптоза лимфоцитов периферической крови у пациента с бп (а) 
и контроля (б)
примечание. Левый нижний квадрат – клетки, находящиеся на ранних стадиях апоптоза (Annexin-V+ /PI-). Левый верхний квадрат – 
поздний апоптоз (Annexin-V+ /PI+).
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и Blandini c соавт. сообщается о том, что прием 
Л-ДОФА может вызывать индукцию проапоптоз-
ных белков [6, 16]. Исследования in vitro показали 
зависимое от дозы влияние Л-ДОФА на апоптоз 
лимфоцитов: высокие концентрации усиливали 
апоптоз лимфоцитов, а низкие, напротив, замед-
ляли [10]. В нашем исследовании все пациенты 
получали лечение относительно низкими дозами 
Л-ДОФА (200-300 млг/сутки), что может объ-
яснять наблюдаемое снижение уровня апоптоза 
лимфоцитов в данной группе. Суммируя полу-
ченные данные, можно сделать предположение 
о том, что умеренные дозы препарата Л-ДОФА 
могут снижать уровень апоптоза лимфоцитов пе-
риферической крови у пациентов с БП.

Необходимо отметить, что изменение уровня 
апоптоза лимфоцитов периферической крови 
может наблюдаться при различных заболева-
ниях. В частности аутоиммунные заболевания 
характеризуются снижением числа апоптозных 
лимфоцитов крови [3]. Выявленный в настоящем 
исследовании повышенный уровень апоптоза 
лимфоцитов периферической крови у пациентов 
с БП может отражать усиленную индукцию апоп-
тоза в нейронах мозга и вносить вклад в патоге-
нез заболевания.

Исследование поддержано грантом Россий-
ского фонда фундаментальных исследований 
(09-04-00934-a).
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