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В обзоре выполнена систематизация имеющихся сведений о мисфолдинге белков в патогенезе нейродегенеративных забо-
леваний (с акцентом на α-синуклеине, β-амилоиде и тау-белке). Рассматриваются современные лабораторные и нейровизуали-
зационные методы, применяемые для клинической диагностики и научных исследований протеинопатий. В работе приводится 
описание перспективных методик белковой амплификации, позволяющих обнаруживать сверхнизкие концентрации аберрантных 
форм белков в биологических жидкостях организма. Рассматриваются также проблемы и перспективы ранней диагностики ней-
родегенеративных заболеваний путем детекции мисфолдинга белков.
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This review systematizes existing data on protein misfolding in the pathogenesis of neurodegenerative diseases (with a focus on 
α-synuclein, β-amyloid, and tau protein). Modern laboratory and neuroimaging methods used for clinical diagnosis and scientific research 
of proteinopathies are discussed. The paper describes promising protein amplification techniques that enable the detection of ultra-low 
concentrations of aberrant protein forms in biological fluids. The challenges and prospects of early diagnosis of neurodegenerative 
diseases through protein misfolding detection are also shown.
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Введение

Нейродегенеративные заболевания (НДЗ) — это 
обширная группа патологий, характеризующихся ги-
белью нейронов и прогрессирующей дисфункцией 
различных областей нервной системы, что приводит 
к стойкой инвалидизации пациентов [1]. Широкая 
распространенность НДЗ, обусловленная увеличени-
ем средней продолжительности жизни, а также высо-
кие расходы здравоохранения на лечение пожилых 
людей обусловливают актуальность поиска эффек-
тивных методов ранней диагностики этой группы за-
болеваний [2].

Хорошо известно, что в основе патогенеза ряда 
НДЗ лежит процесс мисфолдинга (неправильно-
го сворачивания) белков и накопления протеино-
вых фибрилл и олигомеров [3]. Так, при болезни 
Альцгеймера (БА) происходит внеклеточное накопле-
ние β-амилоида (Аβ) и тау-белка в веществе голов-
ного мозга. При этом агрегация тау-белка в нервной 
ткани также наблюдается и при других НДЗ, напри-
мер при лобно-височной деменции (ЛВД) [4]. Другое 
распространенное НДЗ, болезнь Паркинсона (БП), 
характеризуется накоплением в нейронах агрегатов 
α-синуклеина, который тоже является причиной де-
менции с тельцами Леви и (при глиальном накопле-
нии) мультисистемной атрофии [5]. В свою очередь 
боковой амиотрофический склероз обусловлен нако-
плением SOD1, FUS, TDP-43 в мотонейронах голов-
ного мозга [6]. Кроме того, прионные заболевания, 
входящие в группу губчатых энцефалопатий, также 
сопровождаются отложением аберрантных форм 
белка PrPC (PrPSC) [7, 8].

На сегодняшний день диагноз НДЗ ставится на 
основании клинических признаков заболевания, па-
тологоанатомического исследования и с помощью 

методов нейровизуализации [9, 10]. Вместе с тем из-
вестно, что при нейродегенерации признаки протеи-
нопатии могут наблюдаться за много лет до клиниче-
ской манифестации заболевания и морфологических 
проявлений [11, 12], поэтому обнаружение аберрант-
ных белков в биологических жидкостях организма яв-
ляется перспективным подходом к разработке новых 
методов ранней диагностики НДЗ.

В текущем обзоре рассматриваются патогенети-
ческие аспекты мисфолдинга белков (с акцентом на 
α-синуклеин и Аβ) как механизма развития нейроде-
генерации; современные лабораторные и нейрови-
зуализационные методы, которые используются для 
клинической диагностики церебральных протеинопа-
тий. Кроме того, в работе приводится описание пер-
спективных методик белковой амплификации, позво-
ляющих обнаруживать очень низкие концентрации 
аберрантных форм белков в биологических жидко-
стях организма. 

Роль аберрантных белков и их агрегатов  
в развитии нейродегенеративных 
заболеваний

Наиболее распространенные протеинопатии, 
приводящие к НДЗ, связаны с накоплением Aβ, тау-
белка и α-синуклеина [13]. Aβ содержит 37–49 ами-
нокислотных остатков и образуется в результате 
протеолитического расщепления трансмембранно-
го белка APP (амилоидного предшественника) под 
действием β- и γ-секретаз [13]. APP в свою очередь 
экспрессируется во многих тканях, включая головной 
мозг, и является важным регулятором пролиферации 
клеток и нейрогенеза [14]. Одним из патогенетиче-
ских звеньев в нейродегенерации альцгеймеровского 
типа выступает формирование амилоидных бляшек 
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(рис. 1), преимущественным компонентом которых 
являются пептиды Aβ40/42 [15–17]. Есть данные, 
указывающие на наибольшую токсичность олигоме-
ров Aβ40/42 по сравнению с другими формами [17]. 
Вместе с тем показано, что присутствие аллоформ 
пептидов Aβ37, 38 и 40 в гетерогенных смесях (на-
пример, интерстициальной жидкости мозга) ингиби-
рует агрегацию более токсичной формы Aβ42 [18].

Накопление тау-белка наблюдается при различ-
ных заболеваниях, включая БА, ЛВД, прогресси-
рующий надъядерный паралич, кортикобазальную 
дегенерацию и болезнь Пика [19, 20]. В здоровых 
нейронах тау-белок обнаруживается преимущест-
венно в аксонах, и одной из его главных функций 
является стабилизация микротрубочек [21]. В ре-
зультате альтернативного сплайсинга возможно 
образование разных форм тау-белка [19]. Так, в за-
висимости от наличия и количества N-концевых 
фрагментов в молекуле форма белка может быть 
обозначена как 0N/1N/2N. Наличие или отсутствие 
R2 домена определяет форму 4R или 3R соответст-
венно [22]. К таупатиям, обусловленным накоплени-
ем 3R-формы, относят болезнь Пика и ЛВД, накопле-
нием 4R-формы  — кортикобазальную дегенерацию 
и прогрессирующий надъядерный паралич, а к сме-
шанной форме 3R/4R — БА и некоторые виды ЛВД 

[23, 24]. Показано также, что фосфорилирование тау-
белка при НДЗ стимулирует его агрегацию и ведет к 
дальнейшему развитию заболевания, которое этот 
белок вызывает [25]. При этом для фосфорилирован-
ного тау-белка также существует несколько изоформ, 
которые могут определяться при лабораторной диаг-
ностике НДЗ (p-tau 181, 217, 231 и др.) [26, 27]. 

Пресинаптический нейрональный белок α-си
нуклеин, регулирующий движение синаптических 
везикул и последующее высвобождение нейро-
медиаторов, играет важную роль в развитии БП и 
других синуклеинопатий (рис. 2) [28]. Известно, что 
α-синуклеин состоит из 140 аминокислот, структури-
рованных в три участка: N-концевой алифатический 
(аминокислоты 1–60), гидрофобный (аминокислоты 
61–95) и C-концевой (аминокислоты 96–140) [29, 30]. 
Агрегация аберрантных форм α-синуклеина приво-
дит к формированию внутриклеточных включений в 
нейронах при БП и деменции с тельцами Леви, а так-
же глиальных включений при мультисистемной атро-
фии [31]. 

Одним из ключевых звеньев патогенеза НДЗ явля-
ется мисфолдинг белка, приводящий к образованию 
его аберрантных форм и прогрессированию патоло-
гии [32]. В результате неправильного фолдинга белок 
может приобретать множество различных конфор-

Рис. 1. Роль Aβ в патогенезе нейродегенерации альцгеймеровского типа
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маций, некоторые из которых склонны к агрегации 
и формированию высокоорганизованных фибрил-
лярных структур (амилоидогенезу) [33]. С помощью 
рентгеноструктурного анализа было выявлено, что в 
основе структуры таких белков лежат повторяющие-
ся β-листы, расположенные антипараллельно друг 
другу и перпендикулярно длинной оси фибриллы 
[34]. Амилоидные фибриллы являются устойчивы-
ми к многим воздействиям, например детергентам и 
протеазам, и связываются с некоторыми красителя-
ми, такими как тиофлавин (ThT) и конго красный, что 
делает их доступными для детекции фотометриче-
скими методами [35]. 

Мисфолдингу белков и последующему фибрилло-
генезу может способствовать ряд факторов (напри-
мер, генетические мутации, вызывающие изменения 
в первичной структуре белка или в ферментах, обес-
печивающих метаболизм белка) [36]. Так, мутации 
гена APP, изменяющие структуру белка-предшест-
венника амилоида, мутации генов PSEN1 и PSEN2, 
влияющие на функционирование гамма-секретазы, и 
вариант гена APOE-ε4 часто встречаются у пациентов 
с семейной формой БА [37, 38]. Факторы окружающей 
среды — токсины, инфекции, стресс [39, 40], а также 
нейровоспаление, оксидативный стресс, нарушение 
системы протеостаза (аутофагия, HSP70/90, убикви-
тин) — и посттрансляционные модификации белка 
предрасполагают к формированию аберрантных ва-
риаций белка [41–43].

Процесс фибриллогенеза включает в себя не-
сколько стадий: лаг-фаза, фаза роста и фаза пла-
то [44, 45]. В лаг-фазу происходит формирование 
«ядра» из мономеров путем взаимодействия меж-

ду собой особых участков молекулы — так назы-
ваемых APR (aggregation prone region — участков, 
склонных к агрегации), которые представлены пре-
имущественно гидрофобными аминокислотами, 
обращенными к ядру белка. Именно на основе этих 
участков будет происходить дальнейшая агрегация 
белка [46, 47]. В фазу элонгации наблюдается рост 
протофибрилл на основе ранее сформированных 
«ядер», выступающих в качестве затравки, к кото-
рой присоединяются мономеры. Фаза плато харак-
теризуется истощением мономеров, остановкой 
роста протофибрилл и формированием из них фи-
брилл [45]. 

Распространение амилоида при НДЗ часто про-
исходит в определенной последовательности. Так, 
при БП внутриклеточные включения α-синуклеина на 
ранних стадиях встречаются в двигательных ядрах 
языкоглоточного и блуждающего нервов, а также в 
обонятельных трактах, постепенно распространяясь 
рострально с вовлечением вышележащих отделов 
головного мозга [48, 49]. При БА нейрофибрилляр-
ные клубки тау-белка изначально наблюдаются в 
области голубого пятна и трансэнторинальной коры, 
с последующим вовлечением лимбической системы 
и неокортекса. Отложения Aβ также постепенно рас-
пространяются по определенному паттерну, отлич-
ному от паттерна тау-белка, с начальным отложени-
ем в неокортексе и дальнейшим распространением 
на гиппокамп и глубокие структуры [50, 51]. Схожие 
паттерны распространения Aβ и тау-белка были об-
наружены при позитронно-эмиссионной томографии 
(ПЭТ) у пациентов с диагностированной БА, хотя 
иногда наблюдались и отличия, которые могут быть 

Рис. 2. Участие α-синуклеина (α-Syn) в патогенезе синуклеинопатий
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объяснены влиянием других факторов на патологи-
ческий процесс [52]. Такое распространение агре-
гации белка может происходить в связи с высокой 
степенью уязвимости определенных нейронных по-
пуляций к нейродегенеративному процессу, что, по 
всей вероятности, связано с различием в экспрес-
сии ряда генов в нейронах, глиальных клетках или, 
например, с более высокой потребностью в энергии 
ряда нейронов [53–55]. 

Согласно другой точке зрения, распространение 
аберрантных белков может происходить по механиз-
му, схожему с механизмом распространения прион-
ных белков [56, 57]. Этот механизм характеризуется 
взаимодействием инфекционного агента, представ-
ленным PrPSC — аберрантной формой прионного 
белка, с эндогенным прионным белком PrPS. Такое 
взаимодействие приводит к приобретению PrPS 
β-складчатой структуры и его конверсии в PrPSC [58]. 
Так, показано, что Aβ, α-синуклеин и тау-белок имеют 
тенденцию к мисфолдингу, когда их структура богата 
β-слоями. Это ведет к усиленному взаимодействию 
с нормальными молекулами белка и может служить 
матрицей для изменения их конформации. Такие из-
мененные белки способны секретироваться во вне-
клеточное пространство и передаваться от клетки к 
клетке [59–62].

Добавление фибрилл рекомбинантного α-синук
леина к первичной нейрональной культуре сопро-
вождается агрегацией эндогенного α-синуклеина 
и гибелью нейронов в течение 14 дней [63]. При 
этом различные типы α-синуклеина различают-
ся по способности индуцировать агрегацию белка 
[64]. Аналогичные сведения имеются и для Aβ [65]. 
Исследования, проведенные на животных моделях, 
показали, что у мышей-носителей мутаций генов 
APP/PSEN1 инъекции в головной мозг гомогената 
мозга пациентов, страдавших от БА, приводили к бо-
лее быстрому развитию патологии не только в месте 
инъекции, но и в отдаленных участках. Это свиде-
тельствует о способности Aβ транснейронально рас-
пространяться между отделами головного мозга [66–
68]. На распространение Aβ также влияет наличие в 
гомогенте его вариаций, подвергшихся посттрансля-
ционной модификации, таких как AβN3pE и AβpSer8 [69]. 
Инъекция гомогената с Aβ в мозг приматов тоже при-
водила к прогрессирующему ухудшению результатов 
тестов, использующихся для оценки когнитивных и 
моторных функций [70]. 

Инъекционное введение α-синуклеина в стриа-
тум, переднее обонятельное ядро, черную субстан-
цию и другие области также характеризовалось 
распространением аберрантного белка, форми-
рованием двигательного дефицита и нарушением 
сна [71–73]. В отличие от Aβ, вводимого мышам ин-
траперитонеально и не приводящего к развитию 
нейродегенерации [74], периферическая инъекция 
α-синуклеина вызывала агрегацию белка в голов-
ном мозге [75]. 

Тау-белок способен индуцировать агрегацию бел-
ка в анатомически связанных областях при его вве-
дении в мозг [76, 77]. Aβ, тау-белок и α-синуклеин 
могут индуцировать агрегацию других белков, уча-
ствующих в развитии НДЗ [78–80]. Имеются све-
дения о возможности формирования ятрогенного 
β-амилоидоза в результате пересадки твердой моз-
говой оболочки, при этом отложения Аβ наблюда-
ются именно в поверхностных отделах коры голов-
ного мозга [81, 82]. Аналогичные данные имеются в 
отношении инъекций гормона роста, полученного 
из человеческих тканей [83, 84]. Таким образом, Aβ, 
тау-белок, α-синуклеин могут выступать в качестве 
«семян», индуцирующих дальнейшую агрегацию и 
распространение аберрантных белков. 

Еще одним механизмом, лежащим в основе на-
копления аберрантных белков, является их рас-
пространение с помощью внеклеточных везикул 
(ВВ) [85]. Добавление ВВ, полученных из мозговой 
ткани пациентов с БП с тельцами Леви и содержа-
щих α-синуклеин, в нейрональную культуру клеток 
приводило к захвату ВВ нейронами [86]. Инъекция 
ВВ с фибриллами α-синуклеина в мозг крысам вы-
зывала дальнейшую агрегацию белка и гибель ней-
ронов [87]. Показано, что источником ВВ в случае 
синуклеинопатий могут выступать не только ней-
роны, но и другие клетки, например микроглия [88]. 
ВВ, содержащие тау-белок, демонстрировали спо-
собность индуцировать агрегацию белка как в кле-
точных культурах, так и в условиях in vivo [89, 90]. 
Аналогичным образом в случае с альцгеймеров-
ской нейродегенерацией ВВ могут выступать в ка-
честве движущего механизма патологического про-
цесса распространения Aβ [91–93]. Важно отметить, 
что ВВ перспективны для использования в качестве 
биомаркеров НДЗ [94–96]. Так, в недавнем иссле-
довании А. Kluge с соавт. [96] продемонстрирована 
возможность обнаружения ВВ с аберрантными фор-
мами α-синуклеина в сыворотке пациента, взятой за 
10 лет до постановки клинического диагноза БП или 
деменции с тельцами Леви. 

Кроме того, «семена» аберрантных белков могут 
распространяться между клетками при помощи нано-
трубочек [97, 98]. При этом в транспорте участвуют 
как гомотипичные трубочки (например, между ней-
ронами), так и гетеротипичные (между нейронами 
и микроглией). С одной стороны, данный вид тран-
спорта аберрантных протеинов рассматривается как 
явление, способствующее дальнейшему распростра-
нению патологического белка, а с другой — нейроны 
таким образом выводят избыток белка. Кроме того, 
в обмен на белок нейрон может получать от других 
клеток митохондрии, что также демонстрирует воз-
можную адаптационную роль нанотрубочек [99, 100]. 
Аберрантные формы белка также способны секрети-
роваться клетками с помощью экзоцитоза и захваты-
ваться путем рецептор-опосредованного эндоцитоза 
[101–104].
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Инструментальные методы диагностики 
нейродегенеративных заболеваний 

Нейровизуализационные методики. С помощью 
методов нейровизуализации можно неинвазивно оце-
нить наличие накоплений аберрантных форм белка, 
степень атрофии определенных участков головного 
мозга, а также исключить другие причины невроло-
гического дефицита. Так, структурная магнитно-резо-
нансная томография позволяет точно оценить объем 
и степень атрофии в конкретных областях головного 
мозга благодаря разным магнитным характеристикам 
атомов водорода в составе молекул [105].

Другой современный метод нейровозуализации  — 
ПЭТ с использованием фтордезоксиглюкозы — позво-
ляет оценить интенсивность метаболизма в тканях го-
ловного мозга [106]. При помощи этой методики можно 
наблюдать пациентов с легким когнитивным расстрой-
ством, у которых в будущем может развиться БА, и 
проводить дифференциальную диагностику разных 
типов деменции. Несмотря на большое количество 
исследований, показывающих эффективность ПЭТ-
нейровизуализации для диагностики НДЗ, примене-
ние данного метода ограничено из-за высокой стоимо-
сти, сложности и лучевой нагрузки на пациента. Кроме 
того, для магнитно-резонансной томографии и ПЭТ 
имеются определенные вопросы относительно их ди-
агностической чувствительности при БА [107, 108].

Биоматериал для ранней диагностики НДЗ. 
В большинстве работ, посвященных диагностике НДЗ 
при помощи лабораторных методик, используют в ка-
честве исследуемого материала цереброспинальную 
жидкость (ЦСЖ) [24, 109, 110], для сбора которой не-
обходима процедура пунктирования спинномозгово-
го канала. Применение других типов биоматериала 
позволит снизить инвазивность и расширить доступ-
ность лабораторной диагностики. Имеются сведения, 
что в крови можно обнаружить аберрантные формы 
белков за несколько лет до клинической манифеста-
ции БП и БА [96, 111]. Это позволяет проводить ран-
ний скрининг НДЗ с возможностью прогнозирования 
их манифестации.

Иммунологические лабораторные методы. 
Иммуноферментный анализ (ИФА), основанный на 
взаимодействии антиген–антитело для обнаружения 
биомолекул, является одним из наиболее специфич-
ных и простых методов лабораторной диагностики. 
Вместе с тем ИФА часто применяется для опреде-
ления патологических белков в жидкостях организма 
[109, 112, 113]. Так, отношение Aβ42/Aβ40 использу-
ется для подтверждения наличия амилоидной па-
тологии при БА [114]. Этот же метод может быть ис-
пользован для детекции фосфорилированных форм 
тау-белка в ЦСЖ [115].

Однако в отличие от рутинного использования 
ИФА для измерения уровней тау-белка в ликворе и 
плазме этот метод редко применяется для оценки на-
копления тау-белка в головном мозге пациентов с БА 

[116]. В серии работ было проведено несколько ис-
следований с использованием ИФА для оценки уров-
ня накопления тау-белка в зависимости от стадии 
заболевания, областей мозга, а также изменений, 
связанных с БА [117]. Показано, что этот метод ди-
агностики может отражать характер распространения 
тау-белка по областям мозга. Стоит отметить, что в 
ИФА используются антитела к позднесрединным и 
С-концевым областям тау-белка, что позволяет луч-
ше отражать его нейропатологическое накопление 
и оценивать количество белка в головном мозге на 
биохимическом уровне [118].

Микрофлюидный флуоресцентный анализ ELLA 
(enzyme-linked luminescent assay) основан на плат-
форме микрофлюидных картриджей, которую ши-
роко используют для количественного определения 
растворимых биомаркеров [119]. Данный метод в не-
которых исследованиях применялся для выявления 
НДЗ у пациентов по уровню легких цепей нейрофи-
ламентов [120].

SiMoA (single molecule array) — еще один метод 
флуоресцентного обнаружения нейрофиламентов, 
основанный на двух высокоспецифичных неконку-
рентоспособных моноклональных антителах и мас-
сивах микроэлементов, которые могут выделять и 
обнаруживать отдельные молекулы, связанные с 
парамагнитными гранулами [119]. Учитывая техно-
логию этого метода, можно утверждать, что он имеет 
гораздо более высокую чувствительность по сравне-
нию с традиционными анализами ИФА при диагно-
стике НДЗ. Так, в исследовании M. Truffi и соавт. [120] 
показаны сравнительная эффективность платформ 
SiMoA и ELLA для обнаружения легких цепей нейро-
филаментов и перспектива использования этого ме-
тода для диагностики НДЗ.

Масс-спектрометрический анализ. Масс-спект
рометрия распространена в аналитической химии 
и лабораторной диагностике для качественного и 
количественного определения химических веществ 
в анализируемой пробе и биологических образцах 
на основе измерения массы молекул, которая также 
используется для обнаружения аберрантных белков 
и диагностики НДЗ [119]. В настоящее время масс-
спектрометрические методы чаще применяются для 
выявления и валидации биомаркеров НДЗ в контек-
сте научных исследований, чем в клинической пра-
ктике. Существует два взаимодополняющих метода 
масс-спектрометрии: крупномасштабная протеомика 
для скрининга биомаркеров и дорогостоящие тарге-
тированные подходы для определения специфичных 
биомаркеров [119].

Еще одним протеомным подходом для обнару-
жения биомаркеров выступает масс-спектрометрия 
с поверхностной лазерной десорбцией/ионизаци-
ей (SELDI/MALDI), которая была создана с целью 
анализа высокомолекулярных биомолекул (пепти-
дов и протеинов) [121]. Благодаря методам проте-
омного анализа можно оценивать уровни до 10 000 
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отдельных белков в одном образце и фиксировать 
изменения их концентрации, что используется в ди-
агностике и мониторинге течения заболеваний [122]. 
В ходе исследований методом крупномасштабной 
масс-спектроскопии были охарактеризованы протео-
мы биологических жидкостей и тканей головного моз-
га, взятые у пациентов с разными НДЗ, в т.ч. БА, БП, 
ЛВД, а также у пациентов с деменцией с тельцами 
Леви и боковым амиотрофическим склерозом [123–
126]. Данный метод позволяет точно охарактеризо-
вать белковый профиль, формируемый нормальны-
ми и аберрантными белками при развитии НДЗ, и 
подбирать эффективные скрининговые и диагности-
ческие лабораторные алгоритмы.

Методы диагностики, основанные 
на детекции мисфолдинга белков

Рамановская спектроскопия. Ранее было по-
казано, что рамановская микроспектроскопия может 
эффективно использоваться для диагностики НДЗ 
благодаря возможности определения структурных 
различий функциональных и патологических амило-
идных структур [127, 128]. Однако попытки поиска 
уникальной рамановской сигнатуры бляшек бета-
амилоида в мозговой ткани у пациентов с БА завер-
шились неудачей и уникальный спектр, специфич-
ный для бляшек Aβ, не был определен даже после 
тщательного удаления возможных спектральных по-
мех [129].

G. Cennamo и соавт. [130] успешно использовали 
модифицированный вариант рамановской спектро-
скопии, SERS (surface-enhanced Raman scattering), 
основанный на усилении сигнала с помощью наноча-
стиц из золота или серебра, для определения спек-
тральных различий слезной жидкости у пациентов с 
БА. Аналогичное исследование C. Carlomagno и со-
авт. [131], где применяли слюнную жидкость для уси-
ления сигнала, также показало хорошие результаты. 
Есть материалы, демонстрирующие эффективность 
данной технологии для диагностики БП при исполь-
зовании совместно с микрофлюидными платформа-
ми [132].

ИК-спектроскопия. При ИК-спектроскопии ре-
гистрируется поглощение объектом инфракрасного 
излучения. Этот метод успешно апробирован для 
исследования выделенных из крови ВВ с аберрант-
ными белками, показаны различия между пациен-
тами с БА и контрольной группой [133, 134]. ИК-
спектроскопия также продемонстрировала хорошие 
результаты в дифференциации БА от других НДЗ 
(БП, ЛВД и др.) [135].

Микроспектроскопия (μFTIR), разновидность ИК-
спектроскопии, в ряде исследований успешно ис-
пользовалась в комплексе с другими методиками 
(рамановская спектроскопия и иммунофлуоресцен-
ция) для выявления астроглиоза, связанного с бляш-
ками Aβ в головном мозге при БА [136–138].

Электронная микроскопия. Традиционный ме-
тод просвечивающей электронной микроскопии по-
зволяет визуализировать амилоидные фибриллы с 
высоким разрешением в высушенном или гидрати-
рованном состоянии, давая представление о мор-
фологии фибрилл и протофибриллярных структурах 
[139]. Однако данный метод имеет ряд ограничений, 
связанных со сложной пробоподготовкой, которая не 
позволяет сохранить исходное состояние белкового 
матрикса и нативную фибриллярную структуру ами-
лоида [112].

При помощи криоэлектронной микроскопии (cryo-
EM), выполняемой в условиях сверхнизких темпе-
ратур, было показано, что Aβ-фибриллы из ткани 
головного мозга пациента с диагнозом БА не только 
полиморфны, но и имеют общие структурные осо-
бенности пептидной организации и сборки прото-
филамента [140]. Примечательно, что наблюдаемая 
авторами структура фибрилл сильно отличалась 
от известных структур Aβ-фибрилл, которые были 
сформированы in vitro/ex vivo [140, 141]. В другом 
исследовании R. Guerrero-Ferreira и соавт. [113] бла-
годаря cryo-EM выявили две новые полиморфные 
структуры полноразмерных фибрилл α-синуклеина 
человека в образцах с тельцами Леви. Эти данные 
можно считать наглядным свидетельством того, что 
фибриллярные структуры аберрантных белков в 
условиях паренхимы головного мозга in vivo имеют 
структурные и, вероятно, физико-химические отли-
чия, которые важно учитывать при интерпретации ре-
зультатов из моделей in vitro/in silico. 

Следует отметить, что Фурье-инфракрасная спек-
троскопия, круговой дихроизм и ориентированный 
круговой дихроизм являются дополнительными ин-
формативными методами, широко используемыми 
для анализа патологических церебральных амилои-
дов [142, 143]. Их применение помогает определить 
точный состав вторичной структуры белков, агреги-
рованных в β-слоях амилоидов, а также оценивать 
тонкие структурные изменения в аберрантных бел-
ках и их взаимодействие с липидным бислоем мем-
браны [144]. Методы кругового дихроизма позволяют 
идентифицировать параллельное и антипараллель-
ное содержимое β-слоя и, следовательно, являются 
взаимодополняющими по отношению к  другим мето-
дам спектроскопии и электронной микроскопии [145]. 

Методики белковой амплификации. Отдельное 
внимание следует уделить методикам, основанным 
на принципе белковой амплификации, которые по-
зволяют обнаружить аберрантный белок в образцах 
тканей и жидкостей в сверхнизких концентрациях. 
Это открывает широкие возможности для их диагно-
стического применения [146]. Как было упомянуто 
выше, аберрантные белки способны индуцировать 
мисфолдинг мономеров того же белка, находящих-
ся в нативной конформации, что служит основой 
развития прионных болезней и НДЗ [8, 82]. На этом 
же принципе основаны методы белковой амплифи-
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кации, которые имеют очень высокую чувствитель-
ность для детекции аберрантного белка (до 10–12 г/мл 
образца) при высокой специфичности (до 100%) [147, 
148]. Принимая во внимание то, что амилоидоген-
ные фрагменты аберрантных белков могут обнару-
живаться в биологических жидкостях (кровь, ЦСЖ, 
слюна) задолго до развития клинической симптома-
тики [11, 95, 96], методы белковой амплификации 
перспективны в качестве приоритетных подходов для 
скрининга и ранней диагностики НДЗ [96].

Одним из наиболее ранних и распространенных 
протоколов белковой амплификации можно считать 
PMCA (protein misfolding cyclic amplification), в ходе 
которого аналит с прионоподобными белковыми 
олигомерами (PrРSC) инкубируется с материалом, 
содержащим избыток нормальных белковых моно-
меров (PrРC), индуцируя их конформационные из-
менения и полимеризацию (фаза элонгации) [146]. 
Образующиеся полимерные фибриллы циклически 
деструктурируются ультразвуком, увеличивая коли-
чество доступных для взаимодействия с PrРC моно-
меров PrРSC, что приводит к накоплению фибрилл 
PrРSC, а дальнейшее обнаружение аберрантного 
белка выполняется методом вестерн-блоттинга [149]. 
Несмотря на методическую сложность, длительность 
и трудоемкость, чувствительность PMCA значитель-
но превосходит методы иммунодиагностики и дает 
возможность обнаружить прионоподобный белок 
при наличии всего лишь одного олигомера в образце 
[150, 151]. 

В дальнейшем метод вестерн-блоттинга стали 
заменять иммунофлюоресцентной детекцией фи-
брилл с тиофлавином, что позволяло миновать 
этап использования протеиназы С, а воздействие 
ультразвуком было заменено на встряхивание. 
Модифицированный метод получил название RT-
QuIC (real-time quaking-induced conversion — инду-
цированная встряхиванием конверсия в реальном 
времени) [147, 152, 153]. Методы PMCA и RT-QuIC 
показали высокую эффективность в диагностике раз-
личных прионных заболеваний [8, 151, 154, 155] и на 
сегодняшний день данные методики имеют высокий 
потенциал для диагностики других протеинопатий и 
НДЗ [147, 156]. Существуют модификации RT-QuIC 
с использованием кремниевых шариков (диаметр 
0,8–1,0 мм), которые позволяют сократить срок обна-
ружения α-синуклеина в образцах ЦСЖ до 1–2 сут и 
выполнить количественное измерение его концент-
рации [157].

Ряд авторов для объединения методик PMCA и 
RT-QuIC используют термин SAA (seed amplification 
assay — метод «затравочной» амплификации). SAA 
показал себя эффективным инструментом в диагно-
стике НДЗ, сопровождающихся накоплением сину-
клеина [147, 158, 159, 160], Aβ и тау-белка [161]. Так, 
подобный анализ ЦСЖ на α-синуклеин позволяет с 
высокой чувствительностью и специфичностью (88 
и 95% соответственно) выявлять пациентов с сину-

клеинопатиями [159]. Высокая специфичность SAA 
также обнаружена для других НДЗ (БА, кортикоба-
зальная дегенерация, прогрессирующий надъядер-
ный паралич), однако одновременное присутствие 
разных аберрантных белков приводило к ухудшению 
результатов [162–164]. Стоит отметить, что при вы-
полнении PMCA и RT-QuIC в ходе диагностики сину-
клеинопатий обычно не применяют ультразвук, вме-
сто него при PMCA используется встряхивание, а при 
RT-QuIC — встряхивание с шариками [165].

При множественной системной атрофии показате-
ли чувствительности и специфичности SAA состави-
ли 57 и 96% соответственно, и были ниже, чем при 
обнаружении других синуклеинопатий, что может 
быть связано с некоторыми отличиями в строении 
α-синуклеина и использованием других буферов и 
протоколов [166]. Меньшая диагностическая эф-
фективность SAA также отмечалась при выявлении 
пациентов с определенными типами генетически об-
условленной БП (гены PRKN, LRRK2) [167, 168]. 

В большинстве протоколов белковой амплифи-
кации в качестве исследуемого материала исполь-
зуется ЦСЖ, однако могут применяться и другие 
биологические материалы. Так, при изучении матери-
ала из слизистой оболочки носа от больных БП ме-
тод RT-QuIC продемонстрировал определенную ди-
агностическую ценность [169]. При этом совместное 
применение анализа ЦСЖ и соскоба слизистой обо-
лочки носовой полости может быть более эффектив-
ным методом выявления деменции с тельцами Леви, 
в том числе на доклинической стадии [170]. В другом 
исследовании, проведенном на базе двух разных ла-
бораторий, анализ слизистой оболочки носовой по-
лости использовали для диагностики БП и мультиси-
стемной атрофии [171]. Показано, что мозжечковый 
подтип мультисистемной атрофии, в отличие от пар-
кинсонического, не сопровождался агрегацией белка 
при RT-QuIC. Однако слизистая оболочка носа пока-
зывает худшие результаты в отношении чувствитель-
ности и специфичности (45,2 и 89,8% соответственно) 
по сравнению с ЦСЖ [171] или образцами из области, 
богатой обонятельными нейронами [169, 172]. 

В работе Y. Kuang и соавт. отмечена диагностиче-
ская эффективность методов SAA при исследовании 
фрагмента кожи пациентов с БП (чувствительность 
и специфичность составили 90 и 92% соответствен-
но) [173]. По данным ряда авторов, в качестве мате-
риала для ранней диагностики БП могут выступать 
кровь и слюнная жидкость. Группа Z. Wang показала 
[174], что именно совместное изучение этих жидко-
стей перспективно для диагностики БП. В работе 
А. Kluge с соавт. установлено, что анализ крови на 
α-синуклеин с использованием внеклеточных вези-
кул, выделенных с помощью NCAM-1 антител, позво-
ляет выявлять больных БП и деменцией с тельцами 
Леви. Причем агрегация α-синуклеина, как упомина-
лось ранее, может быть обнаружена за 10 лет до по-
становки клинического диагноза [96]. 
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Еще одной группой НДЗ, диагностика которых це-
лесообразна методами обнаружения мисфолдинга 
белка, выступают таупатии: болезнь Пика, хрони-
ческая травматическая энцефалопатия, БА и др. 
Детекция «зерен» аберрантного тау-белка в образ-
цах ЦСЖ и крови, как в случае с α-синуклеином, 
могла бы упростить диагностику данных состояний 
[175]. Вместе с тем сложность для исследования 
тау-белка представляют тонкие конформационные 
различия у разных НДЗ, возникающие в результате 
альтернативного сплайсинга. Поэтому в некоторых 
работах указана необходимость использования в 
качестве субстрата для амплификации идентичного 
варианта белка, который участвует в патогенезе кон-
кретной нозологии [176–178]. 

Описаны протоколы белковой амплификации для 
обнаружения тау-белка при 3R-таупатиях (болезнь 
Пика), в которых использовались мономеры K19CF, 
в частности 3R-вариант рекомбинантного тау-бел-
ка [176]. Эти мономеры позволили осуществить 
детекцию аберрантных «зерен» тау-белка в образ-
цах мозга от пациентов с болезнью Пика вплоть до 
10–7–10–9 разведений. Аналогичным образом детек-
ция аберрантного белка при 4R-таупатиях (корти-
ко-базальная дегенерация, прогрессирующий надъ-
ядерный паралич) в посмертных образцах ЦСЖ 
осуществлялась при наличии всего лишь 0,3 фг 
белка в 12 мл образца [177]. При этом исследование 
прижизненно собранной ЦСЖ показывало положи-
тельный результат в 69% случаев прогрессирующего 
надъядерного паралича и в 50% случаев кортико-ба-
зальной дегенерации [177]. 

Методика RT-QuIC в ходе диагностики 4R/3R-
таупатий (при БА) на постмортальных образцах го-
ловного мозга продемонстрировала бóльшую специ-
фичность и чувствительность при большей степени 
разведения (10–7–10–10 при БА против 10–2–10–6 для 
других НДЗ) [178]. В работе J.M. Tennant с соавт. [179] 
было отмечено, что при использовании мономеров 
рекомбинантной формы тау-белка 4R/3R в качестве 
субстрата для амплификации агрегация аберрантно-
го тау-белка наблюдалась при всех вариантах таупа-
тий. Таким образом, возможно использование 4R/3R 

«затравочных» мономеров для диагностики любых 
видов таупатий.

В исследовании N. Salvadores с соавт. метод 
PMCA позволил обнаружить присутствие Aβ в образ-
цах ЦСЖ от пациентов с БА в концентрации до 
3 фмоль/мл (чувствительность и специфичность 
составили 90 и 92% соответственно) [180]. Кроме 
того, благодаря PMCA авторам удалось диффе-
ренцировать БА не только с прочими неврологи-
ческими заболеваниями, но и с другими НДЗ [180]. 
Примечательно, что PMCA позволяет определять 
содержание Aβ в образцах после медикаментозного 
вмешательства, что свидетельствует о перспективно-
сти этого подхода для мониторинга эффективности 
терапии. Так, в исследовании L.D. Estrada и соавт. 
белковая амплификация при определении уровня 
олигомеров Aβ в плазме крови крыс, получавших 
лечение имитимибом (ингибитор c-Abl-киназы), по-
казала снижение уровня Aβ по сравнению с группой 
контроля [181]. 

Несмотря на то, что PMCA и RT-QuIC являются 
эффективными исследовательскими методами ам-
плификации белка, существуют более современ-
ные модификации SAA, которые по методическим 
характеристикам могут превосходить устоявшиеся 
способы детекции мисфолдинга белка. Так, прин-
цип белковой амплификации лег в основу метода 
MDS (multimer detection system), представляюще-
го собой модифицированный метод ELISA. Метод 
MDS специфически обнаруживает мультимерные 
формы белка, что существенно повышает его чув-
ствительность [182, 183]. Другой модификацией яв-
ляется RT-FAST — метод, основанный на использо-
вании нанотрубок для обнаружения агрегатов белка 
и их амплификации в течение 90 мин после начала 
тестирования [184, 185]. Это выгодно отличает дан-
ный метод от PMCA и RT-QuIC, для которых необхо-
димо как минимум несколько десятков часов детек-
ции. Кроме того, RT-FAST может быть использован 
для количественной оценки белка в образце. Метод 
требует меньше рекомбинантного белка для анали-
за образцов, что снижает стоимость исследования 
[184, 185]. 

Применение методик амплификации белка для диагностики нейродегенеративных заболеваний

Метод Краткая аннотация Достоинства Недостатки

Чувствительность, специфичность  
(цереброспинальная жидкость)

Болезнь 
Паркинсона

Множественная 
системная 
атрофия

Болезнь 
Альцгеймера

Болезнь 
Крейтцфельдта–

Якоба
PMCA Амплификация белка 

за счет чередующихся 
циклов элонгации/уль-
тразвукового воздейст-
вия (для синуклеино-
патий — встряхивание/
элонгация) 

Возможность обнару-
жения ультранизких 
концентраций белка 

Большие времен
ны́е затраты
Трудность выявле
ния отдельных 
конформаций 
белка

88%, 95% 
[165]

57%, 97%  
[166]

90%, 92% 
[180]

100%, 100% 
[189]
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Модификация методики RT-QuIC с использова-
нием наночастиц металлов, способных взаимодей-
ствовать с окружающими биомолекулами путем 
как образования так называемого белкового венца 
вокруг частицы, так и влияния на агрегацию белка, 
получила название Nano-QuIC [186–188]. При этом 
P.R. Christenson и соавт. [186] показали, что добавле-
ние в протокол RT-QuIC наночастиц кремния (50 нм) 
позволяет сократить время обнаружения белка в 
2,5 раза и увеличить специфичность в 10 раз при ди-
агностике болезни Крейтцфельдта–Якоба.

С обобщенной информацией о методиках ампли-
фикации белка и с данными об их чувствительности 
и специфичности при НДЗ можно ознакомиться в 
таблице [164, 165, 166, 180, 189].

Заключение

Несмотря на разнообразие лабораторных и ин-
струментальных методов, которые могут исполь-
зоваться  в диагностике НДЗ, далеко не все из них 
нашли применение в клинический практике в силу 
ряда проблем и ограничений. Во-первых, патоге-
нез протеинопатий при НДЗ изучен недостаточно, 
вследствие чего затруднено выделение конкретных 
биомаркеров и их физико-химических конформаций 
для конкретной нозологии. Заболевания, характери-
зующиеся развитием паркинсонизма, обладают схо-
жей симптоматикой и характеризуются отложением 
α-синуклеина разных конформаций [190]. Во-вторых, 

известные биомаркеры не всегда достаточно специ-
фичны и могут наблюдаться не только при НДЗ, но 
и в норме. Например, отложение Аβ и тау-белка об-
наруживается при нормальном старении головного 
мозга без признаков нейродегенерации [191]. Нельзя 
при этом исключить, что в таких случаях имеет место 
ранняя стадия протеинопатии, происходящая задол-
го до манифестации заболевания.

Еще одним ограничением для применения лабо-
раторных методов диагностики протеинопатий явля-
ется необходимость использования ЦСЖ в качест-
ве биологического материала, так как она содержит 
наибольшие концентрации аберрантных белков, 
доступные для обнаружения рутинными иммуноло-
гическими методами [24]. Сбор ЦСЖ сопровождает-
ся сложной, инвазивной процедурой, имеющей ряд 
противопоказаний, что делает невозможным расши-
рение диагностических показаний и скрининг.

Несмотря на свою технологическую и методиче-
скую сложность, перспективным направлением в 
лабораторной диагностике НДЗ является внедрение 
и развитие методик, основанных на амплификации 
аберрантных белков, которые могут позволить де-
тектировать ультранизкие концентрации патологиче-
ских конформаций белка в биологических жидкостях 
организма задолго до начала развития клинической 
картины заболевания. Однако на сегодняшний день 
у этих методов имеются такие недостатки, как дли-
тельность анализа (до 7–14 дней), низкая порта-
тивность и трудности с обнаружением отдельных 

Метод Краткая аннотация Достоинства Недостатки

Чувствительность, специфичность  
(цереброспинальная жидкость)

Болезнь 
Паркинсона

Множественная 
системная 
атрофия

Болезнь 
Альцгеймера

Болезнь 
Крейтцфельдта–

Якоба
RT-QuIC Амплификация белка 

за счет чередующихся 
циклов элонгации/
встряхивания (при 
синуклеинопатиях — 
встряхивание  
с шариками)

Возможность обнару-
жения ультранизких 
концентраций белка
Меньшие временны́е 
затраты по сравнению 
с PMCA
Более дешевый ме-
тод, чем PMCA

Большие 
временны́е за-
траты
Трудность выявле
ния отдельных 
конформаций 
белка

91%, 95% 
[164]

30%, 97%  
[166]

— 97%, 100%  
[189]

RT-FAST Использование нано-
трубок для амплифика-
ции и детекции белка

Меньше временны́е 
затраты
Меньше финансовые 
затраты
Возможность коли-
чественной оценки 
белка в образце

Недостаточно 
данных

— — — —

Nano-
QuIC

Использование нано
частиц для амплифи
кации белка

Бóльшая специфич-
ность
Меньше временны́е 
затраты

Недостаточно  
данных

— — — —

Окончание таблицы
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конформаций аберрантного белка. Кроме того, су-
щественным ограничением для широкого внедрения 
методик детекции мисфолдинга белков выступает 
сложный и трудоемкий процесс синтеза специфиче-
ских мономеров, используемых в качестве субстрата 
для амплификации.

В связи с этим актуален поиск новых подходов для 
разработки методов детекции мисфолдинга белков, 
к которым относится, например, объединение ми-
крофлюидных технологий с методом SAA (PMCA + 
RT-QuIC), что помогает обеспечить портативность, 
снизить расход компонентов и материалов, а также 
существенно ускорить время выполнения анализа 
[192–194]. Еще одним подходом для повышения ди-
агностической эффективности и улучшения техни-
ко-экономических характеристик методов SAA может 
стать применение дополнительных внешних эффек-
тов в процедуре белковой амплификации, таких как 
физические воздействия (электрическое и магнит-
ное поле) и добавление наночастиц с различными 
свойствами. Эти модификации гипотетически могут 
повлиять на процесс деструкции олигомеров, увели-
чивая количество «зерен» аберрантных белков, до-
ступных для амплификации.
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