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РЕФЕРАТ 

Отчет 34 с., 13 рисунков, 51 источник, отчетных публикаций 9. 

НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИЯ, НЕЙРОПЛАСТИЧНОСТЬ, ДОФАМИН, НЕЙРОН, 

МОДЕЛИРОВАНИЕ БОЛЕЗНИ ПАРКИНСОНА, ДОКЛИНИЧЕСКАЯ СТАДИЯ. 

Цель работы: анализ молекулярных механизмов нейродегенерации и 

нейропластичности в нигростриатной системе мозга при нейротоксическом 

моделировании различных стадий болезни Паркинсона.  

Задачи: на ранее разработанной модели доклинической стадии болезни Паркинсона 

у мышей провести широкомасштабный анализ экспрессии более, чем 100 генов, 

вовлеченных в различные механизмы гибели дофаминергических нейронов (маркеры 

воспаления, мисфолдинга белков, оксидативного стресса, апоптоза, некроза и т.п.) и 

нейропластичности нигростриатной системы (маркеры дофаминергического профиля 

нейронов, внутриклеточный и везикулярный транспорт, нейротрофические факторы и 

т.п.). 

Объектами исследования были самцы мышей линии C57BL/6 в возрасте 2–2,5 

месяца. 

Полученные результаты: 1) воспроизведена доклиническая стадия болезни 

Паркинсона на мышах; 2) проведена оценка экспрессии порядка 100 генов, вовлеченные в 

различные клеточно-молекулярные процессы в черной субстанции при моделировании 

доклинической стадии болезни Паркинсона на мышах; 3) показано компенсаторное 

увеличение экспрессии гена тау-белка, участвующего в стабилизации микротрубочек, и 

синтаксина, ключевого белка выброса дофамина из синаптических пузырьков; 4) 

обнаружено, что спустя 2 недели после введения МФТП не происходит полного 

восстановлении редокс статуса клеток; 5) показаны первые изменения в убиквитин-

протеасомной системе деградации белков; 6) в сохранившихся дофаминергических 

нейронах и клетках, их окружающих, не происходит активации клеточной гибели, однако, 

экспрессия рецепторов к нейротрофическим факторам снижена.  

Полученные результаты вносят существенный вклад в фундаментальные 

представления о процессах нейродегенерации и нейропластичности на доклинической 

стадии болезни Паркинсона, что в дальнейшем позволит найти новые мишени для 

поддержания нигростриатной системы и замедления гибели дофаминергических 

нейронов. 
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СОКРАЩЕНИЯ И ОБОЗНАЧЕНИЯ  

В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения:  

  

ВЭЖХ-ЭД – высокоэффективная жидкостная хроматография с электрохимической 

детекцией;  

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусной кислоты;  

ДГБА – 3,4 гидробромида дигидроксибензиламин; 

L-ДОФА – L-диоксифенилаланин; 

МФТП – 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин; 

ЧС – черная субстанция; 

ДА – дофамин; 

ДА-ергический нейрон – дофаминергический нейрон. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Болезнь Паркинсона (БП) – нейродегенеративное заболевание, характеризующееся 

гибелью дофаминергических нейронов нигростриатной системы. Важной особенностью 

БП является длительное бессимптомное течение на протяжении многих лет, что 

обусловлено включением компенсаторных процессов по мере деградации нигростриатной 

системы [1]. Молекулярные механизмы, запускающие нейродегенерацию 

дофаминергических нейронов, до сих пор не выяснены, более того по мере 

прогрессирования заболевания они могут изменяться, так же, как и компенсаторные 

процессы. Для изучения этих молекулярных механизмов актуально использование 

моделей in vivo, воспроизводящие доклиническую и клиническую стадии болезни 

Паркинсона. Дальнейшее сопоставление полученных результатов на двух моделях 

позволит выявить: возможные причины нейродегенерации и новые мишени для ее 

замедления и/или активации компенсаторных механизмов мозга, что в итоге должно либо 

замедлить, либо препятствовать развитию заболевания.  
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ОСНОВАЯ ЧАСТЬ 

ИЗУЧЕНИЕ КЛЕТОЧНЫХ И МОЛЕКУЛЯРНЫХ МЕХАНИЗМОВ 

НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИИ И НЕЙРОПЛАСТИЧНОСТИ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ 

МОДЕЛИРОВАНИИ БОЛЕЗНИ ПАРКИНСОНА  

 

1 Цели и задачи 

Целью исследования является анализ молекулярных механизмов нейродегенерации 

и нейропластичности в нигростриатной системе мозга при нейротоксическом 

моделировании доклинической стадии болезни Паркинсона.  

Задачи:  

- На разработанной нейротоксической модели доклинической стадии болезни 

Паркинсона у мышей с помощью высокопроизводительного ПЦР в реальном времени 

(технология OpenArray компании Thermo Fisher Scientific) провести широкомасштабный 

анализ экспрессии генов в нигростриатной системе. 

- Оценить роль гидрокситриптофана в пролиферации и клеточной гибели. 

2 Материалы и методы 

2.1  Животные  

Работа была выполнена на самцах мышей линии C57Bl/6 в возрасте 2-2,5 месяца 

весом 22-25 г. Животных содержали при 21-23 °С при светло-темном 12-часовом цикле со 

свободным доступом к пище и воде.  

 

2.2  Моделирование доклинической стадии болезни Паркинсона  

Для моделирования доклинической стадии болезни Паркинсона мышам (n = 8) 

двукратно подкожно вводили 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП, Sigma 

Aldrich, St.Louis, MO, США) в разовой дозе 6 мг/кг с интервалом 2 часа. Контрольная 

группа (n = 8) получала физиологический раствор по аналогичной схеме.  

Спустя 2 недели мышей усыпляли с помощью изофлурана, декапитировали и 

разрезали головной мозг по средней сагиттальной плоскости на две половины из которых 

выделяли стриатум и черную субстанцию на хладоэлементе согласно атласу [2] (рисунок 

1 и 2), взвешивали и замораживали в жидком азоте до последующего анализа. Также 

собрали плазму крови, лимфоциты и слезы мышей для определения уровня 

катехоламинов.  
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Рисунок 1 – Схематичное изображение выделения фронтальных срезов, содержащих 

стриатум и черную субстанцию из половины мозга, разрезанного в средне сагиттальной 

плоскости 

ЧС – черная субстанция. 

 

 

  

 

Рисунок 2 – Схема выделения черной субстанции (А) и дорсального стриатума (Б) из 

фронтальных слайсов мозга 

ЧС – компактная часть черной субстанции. 

 

Стриатум и черную субстанцию с правой стороны мозга использовали для 

последующего анализа содержания катехоламинов с помощью высокоэффективной 

жидкостной хроматографии с электрохимической детекцией (ВЭЖХ с ЭД). Черную 

субстанцию левой стороны использовали для постановки высокопроизводительного ПЦР 

в реальном времени (технология OpenArray компании Thermo Fisher Scientific, США).  
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2.3  Высокоэффективная жидкостная хроматография с 

электрохимической детекцией  

Выделенные кусочки мозга (стриатум и черная субстанция) гомогенизировали в 

соответственно 400 и 150 мкл 0,1 н HClO4, содержащей в качестве внутреннего стандарта 

250 пмоль/мл 3,4 гидробромида дигидроксибензиламина (ДГБА), при помощи 

ультразвукового гомогенизатора (Labsonic M, Sartorius) и центрифугировали при 16500g в 

течение 20 минут. Супернатант отбирали и хранили при -70оС до определения 

катехоламинов и их метаболитов методом высокоэффективной жидкостной 

хроматографии с электрохимической детекцией (ВЭЖХ-ЭД).  

Измерение содержания катехоламинов в кусочках мозга осуществляли с помощью 

ВЭЖХ-ЭД на хроматографе LC-20ADsp (Shimadzu, Japan). Электрохимический детектор 

DECADE II (Antec, Нидерланды) был оборудован стеклянной углеродной проточной 

кюветой и солевым мостиком Ag/AgCl, электрод сравнения с потенциалом, 

установленным на + 0,85 В. Разделение веществ проводилось на обратно-фазной колонке 

ReproSil-Pur, ODS-3, 4х100 мм с диаметром пор 3 мкм (Dr.Majsch GMBH, Германия) при 

температуре +30°С и скорости подвижной фазы 1 мл/мин. В качестве подвижной фазы 

использовался 0,1 М цитратно-фосфатный буфер, состоящий из 0,3 мМ октансульфоната 

натрия, 0,1 мМ ЭДТА и 8% ацетонитрила (все реактивы – Sigma, США), (pH = 2,52). Пики 

катехоламинов определяли по времени их выхода в стандартном растворе. Содержание 

рассчитывали методом внутреннего стандарта с помощью программного обеспечения 

LabSolutions (Shimadzu, Япония), используя отношение площадей пиков в стандартной 

смеси и образце:  

СКАпр  

СКАпр – концентрация катехоламинов в пробе, SКАпр – площадь пика катехоламинов 

в пробе, SДГБАпр – площадь пика ДГБА в пробе, SДГБАст – площадь пика ДГБА в стандарте, 

SКАст – площадь пика катехоламинов в стандарте, СДГБАпр – концентрация ДГБА в пробе.  

 

2.4  Высокопроизводительная полимеразная цепная реакция в 

реальном времени (технология OpenArray компании Thermo Fisher Scientific)  

РНК экстрагировали из черной субстанции в 1 мл TRI-Reagent (Sigma, США) в 

соответствии с инструкциями производителя. Для преципитации РНК использовали 1 мкг 

гликогена (Thermo Fisher Scientific, США) на образец. Концентрация РНК была 

определена с использованием Nanodrop 8000 (Thermo Scientific, США). Для синтеза кДНК 

использовали только образцы с коэффициентами поглощения РНК A260 / 280 в диапазоне 
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от 1,9 до 2,1. Тотальную РНК обрабатывали ДНКазой I, свободной от РНКазы (Thermo 

Fisher Scientific, США), для удаления остаточной геномной ДНК.  

В обратную транскрипцию для синтеза кДНК из проб черной субстанции брали 0,5 

мкг РНК. Для ее проведения использовали набор RevertAid H Minus First Stand cDNA 

Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, США) со случайным гексамерными праймерами в 

соответствии с инструкциями производителя (Thermo Fisher Scientific). Реакция 

продолжалась 60 мин при 42° C и останавливалась нагреванием в течение 10 мин при 70° 

с последующим охлаждением образцов на льду.  

Для проведения количественного ПЦР-анализа с применением технологии Open 

Array (Thermo Fisher Scientific, США) использовали чипы от того же производителя, 

содержащие 112 генов для 24 проб. Для проведения ПЦР брали 250 нг/мкл кДНК на 56 

реакций. Обработка результатов производили в программе QuantStudio 12K Flex (Applied 

Biosystems) и Excel (Microsoft Office, США), уровни экспрессии генов выражены как 

значения 2-ΔΔCt, нормированные к уровню цитохрома C1 (CYC1). Формула для расчета 

ΔΔCt. 

 

2.5  Статистическая обработка результатов  

Статистическую обработку результатов проводили с использованием программы 

GraphPad Prism 6. Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка 

средней. Достоверность различий признавалась при p < 0,05, при 0,05 < p < 0,1 

расценивалось как тенденция к изменению, при р > 0,1 различия считали недостоверными. 

Для определения статистической значимости полученных результатов по содержанию 

катехоламинов был использован тест Стьюдента, по изменению экспрессии генов - 

непараметрический критерий Манна–Уитни. 

3 Результаты и обсуждение 

Одной из глобальных проблем XXI века является борьба с социально значимыми 

фатальными нейродегенеративными заболеваниями, в основном, с болезнью 

Альцгеймера, болезнью Паркинсона (БП). Только от БП в мире страдают более 10 

миллионов людей и более 200 тысяч в России, причем по прогнозам их число в 

ближайшие 20 лет увеличится в 2-3 раза [3, 4]. Для таких стран, как Россия, высокая 

смертность больных усугубляет и так остро стоящую демографическую проблему. 

Быстрый рост заболеваемости объясняется увеличением продолжительности жизни и 

загрязнением окружающей среды. Тяжелым бременем является финансирование лечения 
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и реабилитации больных при БП - десятки миллиардов долларов в год в развитых 

зарубежных странах и десятки миллиардов рублей в России [5, 6]. 

Несмотря на значительные усилия специалистов по совершенствованию методов 

диагностики и лечения, БП остается фатальным заболеванием. Низкая эффективность 

лечения БП объясняется ее поздним диагностированием, а, следовательно, запоздалым 

лечением [7, 8]. Так, это заболевание диагностируются по появлению нарушений 

двигательной функции через десятки лет после начала патологически ускоренной 

нейродегенерации [9]. К моменту диагностирования погибает большая часть 

дофаминергических нейронов нигростриатной системы мозга – ключевого звена 

регуляции двигательной функции и истощаются компенсаторные резервы мозга, т.е. 

практически отсутствуют мишени для фармакотерапии [10].  

Исходя из вышесказанного, одной из ключевых задач фундаментальных 

исследований является изучение клеточных и молекулярных механизмов патогенеза БП 

на ранней стадии развития. При этом особенно важно выяснить, какие механизмы 

запускают ускоренную по сравнению с нормой нейродегенерацию и каковы механизмы 

нейропластичности, обеспечивающие в течение многих лет развития БП нормальную 

регуляцию моторной функции [1]. Ввиду отсутствия доклинической диагностики БП 

проведение исследований на доклинической стадии осуществимо только на моделях на 

животных, а не на больных. Поэтому разработка моделей раннего развития БП имеет 

большое самостоятельное значение [11, 12, 13]. 

 

1.1  Содержание дофамина и его метаболитов в нигростриатной 

системы при моделировании доклинической стадии болезни Паркинсона на 

мышах  

Раннее в лаборатории на мышах с помощью 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-

тетрагидропиридина (МФТП) была разработана модель доклинической стадии БП, 

которая удовлетворяет ключевым требованиям доклинической стадии:  

- отсутствие нарушений двигательной функции;  

- снижение дофамина в стриатуме не достигает порогового уровня (30% от 

контроля);  

- количество тел дофаминергических нейронов в черной субстанции не снижается 

ниже 60%.  

Однако снижение уровня ДА в стриатуме, а также общий токсический эффект 

могут различаться при введении МФТП животным одной линии, но полученным из 

разных питомников [14]. Поэтому за последние почти 10 лет первоначально 
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использованная доза введения МФТП была уменьшена с 12 мг/кг до 6 мг/кг [11, 12, 15]. 

Для того, чтобы убедиться в воспроизведении модели доклинической стадии БП было 

определено содержание дофамина и его метаболитов (рисунок 3) в нигростриатной 

системе через 2 недели после двукратного введения МФТП в дозе 6 мг/кг (рисунок 4).  

  

  

Рисунок 3 – Схема деградации дофамина  

ДОФУК – дигидроксифенилуксусная кислота, МАО – моноаминоксидаза, КОМТ – катехол-

о-метилтрансфераза. 

 

  

Показано, что концентрация дофамина в стриатуме была снижена на 40% от уровня 

в контроле, соответственно составляя 59 пмоль/мг ткани в опытной и 97 пмоль/мг в 

контрольной группах. Снижение метаболитов ДОФУК и ГВК было равнозначно и 

примерно на 25%, в то время как 3МТ не изменился. Это свидетельствует о снижении 

активности пути деградации ДА по пути МАО-КОМТ. Учитывая, что МАО расположен в 

нейронах и клетках глии, а КОМТ – в межклеточном пространстве и в клетках глии [16], 

то заманчиво предположить, что снижение деградации ДА происходит именно в 

дофаминергических нейронах. 
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Рисунок 4 – Концентрация дофамина и его метаболитов в стриатуме после 

двукратного введения МФТП в разовой дозе 6 мг/кг через 14 дней 

МТ – 3-метокситирамин, ГВК – гомованилиновая кислота, ДА – дофамин, ДОФУК – 

дигидроксифенилуксусная кислота. 

 

В черной субстанции изменений в содержании дофамина или его метаболитов 

через 2 недели после двукратного введения МФТП в дозе 6 мг/кг не обнаружено (рисунок 

5).  

 

Рисунок 5 – Концентрация дофамина и его метаболитов в черной субстанции после 

двукратного введения МФТП в разовой дозе 6 мг/кг через 14 дней 

ГВК – гомованилиновая кислота, ДА – дофамин, L-ДОФА – L-диоксифенилаланин, 

ДОФУК – дигидроксифенилуксусная кислота. 

 

 

Полученные данные по содержанию дофамина в нигростриатной системе 

согласуются с результатами, полученные при первоначальной разработке модели 

* 

* * 
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доклинической стадии БП на мышах в 2011 году [11]. Таким образом, модель 

доклинической стадии БП была воспроизведена корректно. 

 

3.2. Анализ экспрессии генов вовлеченных в нейродегенерацию и 

нейрокомпенсацию в черной субстанции при моделировании доклинической 

стадии болезни Паркинсона на мышах  

Ключевой задачей при изучении нейродегенерации и нейропластичности мозга 

является изучение молекулярно-генетического профиля целевых популяций нейронов по 

мере прогрессирования заболевания. На разработанной модели доклинической стадии БП 

была проанализирована экспрессия более 100 генов, вовлеченных в нейродегенерацию и 

нейрокомпенсацию в черной субстанции, где локализуются дофаминергические нейроны 

нигростриатной системы. На следующем этапе планируется провести аналогичный анализ 

на модели ранней клинической стадии БП [11, 17, 12], а сравнение профилей экспрессии 

генов между моделями, т.е. при прогрессировании патологии, позволит получить новые 

ценные данные о протекании и сопряженности механизмов нейродегенерации и 

нейропластичности в нигростриатной системе.  

В рамках исследования была проанализирована экспрессия больше 100 генов, 

относящихся к следующим группам:  

1. Гены белков, вовлеченных в синтез, деградацию и транспорт катехоламинов, а 

также рецепторы дофамина:  

 ферменты катаболизма катехоламинов: МАО (моноаминоксидаза)-А и 

МАО-Б, КОМТ (катехол-О-метилтрансфераза); 

 ключевые ферменты синтеза катехоламинов: тирозингидроксилаза (скорость 

лимитирующий фермент в синтезе дофамина, превращает L-тирозин в L-ДОФА); 

декарбоксилаза ароматических L-аминокислот (превращает L-ДОФА в дофамин); 

дофамин бета-гидроксилаза (превращает дофамин в норадреналин); фенилэтаноламин-N-

метилтрансфераза (превращает норадреналин в адреналин);  

 транспортеры дофамина: ВМАТ 1 и 2 (везикулярные транспортеры 

моноаминов 1-го и 2-го типа, ДАТ (мембранный транспортер дофамина), а также 

рецепторы 1–5 к дофамину (DRD1 – DRD5);  

2. Гены белков, вовлеченных во внутриклеточный и везикулярный транспорт, – 

белки микротрубочек (тубулин 3 и 1a), белки, ассоциированные с микротрубочками: тау-

белок, МАБ-2, кинезины 1B, 2С, 5A, тяжелая и легкие цепи динеина, динамин 1;  

3. Гены белков, вовлеченных в синаптический и везикулярный транспорт: α-

синуклеин, синапсин, синтаксин 1А, синаптотагмин 1 и 11, белки rab5a;  
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4. Гены оксидазных ферментов и генетических маркеров окислительного стресса;  

5. Гены нейротрофических факторов и рецепторов к ним;  

6. Гены белков, участвующих в протеасомной и лизосомной деградации;  

7. Гены белков, участвующих в апоптозе, некрозе и аутофагии, включая гены 

белков основных сигнальных комплексов данных процессов. 

 

3.2.1 Гены белков, вовлеченных в синтез, деградацию и транспорт 

катехоламинов, а также рецепторы дофамина  

В черной субстанции экспрессия генов, вовлеченных в синтез 

(тирозингидроксилазы и декарбоксилазы ароматических L-аминокислот) и запасание 

дофамина (ДАТ и ВМАТ2) не изменялась по сравнению с контролем при моделировании 

доклинической стадии БП (рисунок 6). Данные по мРНК ТГ, ДАТ и ВМАТ2 согласуются с 

результатами, полученными ранее по оценке экспрессии соответствующих генов с 

помощью ПЦР РТ [17, 12].  

 

Рисунок 6 – Гены белков, вовлеченных в синтез, деградацию и транспорт 

дофамина, а также Д2-рецептора дофамина в черной субстанции через 2 недели после 

двукратного введения МФТП в разовой дозе 6 мг/кг  

Th – тирозингидроксилаза, Ddc – декарбоксилаза ароматических L-аминокислот, Maoa – 

моноаминоксидаза А, Maob – моноаминоксидаза Б, Comt – катехол-о-метилтрансфераза, 

Slc6a3 – мембранный транспортер дофамина (ДАТ), Scl18a2 – везикулярный транспортер 

моноаминов 2-го типа (ВМАТ2), Drd2 – Д2-рецептор к дофамину.  

 

При этом обнаружено повышение экспрессии ферментов деградации 

нейротрансмиттера (МАО-А, МАО-Б, КОМТ), что вероятно связано с компенсаторным 

увеличением скорости освобождения межклеточной щели от дофамина на фоне 

«нормального» захвата нейротрансмиттера в дофаминергические нейроны (рисунок 6). 

При переходе на более продвинутую модель доклинической стадии, когда погибает 25% 

тел дофаминергических нейронов, экспрессия генов ДАТ, МАО-А и МАО-Б снижается 
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[12], т.е. происходит перестройка системы из состояния, когда дофамин является 

доступным и быстро синтезируемым ресурсом, в состояние его дефицита или 

невозможности быстрого его пополнения.  

Рецепторов к дофамину существует 5 типов, которые объединяются в 2 группы: Д1 

(Д1 и Д5) и Д2 (Д2, Д3 и Д4). Д1 класс обнаружен в подавляющем большинстве на 

постсинаптической мембране, в то время как Д2 и на пост-, и на пресинаптической 

мембранах, где участвует в ауторегуляции ДА-ергических нейронов. По результатам 

анализа Open Array стабильно в черной субстанции поднимался сигнал только от Д2-

рецепторов, однако, при моделировании болезни Паркинсона уровень экспрессии их не 

изменился (рисунок 6).  

Гены ферментов синтеза норадреналина (дофамин бета-гидроксилаза) и адреналина 

(фенилэтаноламин-N-метилтрансфераза) в черной субстанции не экспрессируются.  

 

3.2.2 Гены белков, вовлеченных во внутриклеточный и везикулярный 

транспорт  

Ранее было отмечено, что аксональный транспорт при болезни Паркинсона 

изменяется, что связано со снижением экспрессии генов, белки которых отвечают, как за 

формирование микротрубочек (тубулин), так и за антероградный (кинезины) и 

ретроградный (динеины) транспорт [18].  

Анализ экспрессии генов в черной субстанции, вовлеченных во внутриклеточный и 

везикулярный транспорт при моделировании доклинической стадии болезни Паркинсона, 

не показал изменений в уровне мРНК α-тубулина и β3-тубулина, кинезинов и тяжелой 

цепи динеина (рисунок 7). Однако, произошло снижение экспрессии легкой цепи динеина, 

динактина и повешение тау белка. Динактин является связующим звеном между грузом 

(везикул, эндосом, лизосом и т.д.) и динеином. Этот комплекс осуществляет как 

ретроградный аксональный транспорт, так и доставку грузов от эндоплазматического 

ретикулума к аппарату Гольджи. Согласно полученным данным на ранних этапах 

деградации нигростриатной системы, вероятно, происходит замедление ретроградного 

транспорта, но не антероградного. Это возможно связано со снижением энергетических 

резервов дофаминергических нейронов при введении МФТП, которое сохраняется в 

течение длительного времени после токсического эффекта [19, 20, 21]. В подтверждение 

такого предположения косвенно выступают данные по увеличению экспрессии тау белка, 

стабилизатора микротрубочек, разборка-сборка которых является динамичным и 

энергозатратным процессом.  
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Рисунок 7 – Гены белков, вовлеченные во внутриклеточный и везикулярный 

транспорт в черной субстанции через 2 недели после двукратного введения МФТП в 

разовой дозе 6 мг/кг  

Kif1a – кинезин 1А, Dync1h1 – тяжелая цепь динеина, Dynll1 – легкая цепь динеина, Dctn1 

– динактин, Mapt – тау белок, Map2 – белок связанный с микротрубочками 2 типа, Mark2 – 

киназа 2, регулирующая сродство с микротрубочками, Tubb3 – β3-тубулин, Tuba1a – α-

тубулин.  

 

3.3.3. Гены белков, вовлеченных в синаптический и везикулярный 

транспорт  

Исследованию роли α-синуклеина при болезни Паркинсона отведена огромная 

роль. Не только большое количество исследований посвящено изучению его агрегации в 

тельца Леви и возможные пути коррекции изоформ белка, но также и мутациям в гене, 

которые были обнаружены у пациентов. Однако до сих пор нет окончательного решения о 

возможной инициаторной роли α-синуклеина в дегенерации дофаминергических нейронов 

при болезни Паркинсона.  

α-синуклеин участвует в регуляции транспортировки везикул и последующем 

высвобождении нейротрансмиттера. Согласно полученным данным экспрессия белка 

снижалась в черной субстанции на модели доклинической стадии болезни Паркинсона 

(рисунок 8), аналогичные изменения были получены у пациентов на клинической стадии 

[18]. Интересно, что уже на доклинической стадии обнаружено достоверное снижение 

уровня мРНК данного белка в черной субстанции, которое, вероятно, отражает 

компенсаторный процесс в ответ на нарушение метаболизма α-синуклеина. Интересным 

также будет сравнить уровень мРНК с содержанием белка и с концентрацией 

сфинголипидов на модели доклинической и клинической стадии болезни Паркинсона, 

учитывая, что появляются новые данные об участии последних в формирование телец 

Леви [22, 23]. 
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Рисунок 8 – Гены белков, вовлеченные во внутриклеточный и везикулярный 

транспорт в черной субстанции через 2 недели после двукратного введения МФТП в 

разовой дозе 6 мг/кг  

Scna – α-синуклеин, Syn1 – синапсин 1, Stx1a – синтаксин 1А, Syt1 – синаптотагмин I, 

Syt11 – синаптотагмин XI, Rab5a – Rab5a, Rab7 – Rab7, Nsf – этилмалемид 

чувствительный белок слияния, Dnm11– динамин 1-подобный, Vsp35 – вакуолярный 

белок сортинга 35.  

 

Нарушение везикулярного транспорта может быть одной из причин начала 

дегенерации аксонов, в том числе и при болезни Паркинсона. Экзоцитоз включает 

несколько шагов: докирование, прайминг и Са2+–опосредованное слияние везикул с 

пресинаптической мембраной. Центральным звеном экзоцитоза является SNARE 

комплекс, который состоит из трех мембранно-ассоциированных белков: синтаксина I, 

SNAP-25 и синаптобревина. Также в стабилизации SNARE комплекса участвует 

небольшой цитозольный белок комплексин, а синаптотагмин I являясь кальциевым 

сенсором, обеспечивает синхронный и быстрый выброс нейротрансмиттера [24].  

Экспрессия белков SNARE-комплекса не изменялась по сравнению с контролем на 

модели доклинической стадии болезни Паркинсона, кроме синтаксина, мРНК которого 

была увеличена в два раза (рисунок 8). При этом у пациентов на клинической стадии 

обнаружено снижение экспрессии как синтаксина, так и синаптотагмина в черной 

субстанции [18]. Это может свидетельствовать о компенсаторных процессах, 

направленных на увеличение выброса дофамина в стриатуме на доклинической стадии.  

Экспрессия белка Nsf, который участвует в «распутывании» SNARE-комплекса не 

менялась на модели доклинической стадии болезни Паркинсона (рисунок 8). Отсутствие 

изменений также было обнаружено при оценке мРНК белков, участвующих в созревании 

эндсом, такие как Rab5, Rab7, Vsp35 и делении митохондрий – Dnm11 (рисунок 8). 
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3.3.4 Гены оксидазных ферментов и генетических маркеров 

окислительного стресса  

Развитие окислительного стресса в нейроне обусловлено разбалансировкой 

образования активных форм кислорода (АФК), азота, металлов – формированием высоко 

реактивных форм веществ и снижением активности (эффективности) антиоксидантной 

системой, т.е. нарушением «редокс-статуса» клетки [25]. Посмертный анализ ткани ЧС 

пациентов с болезнью Паркинсона показал повышенный уровень окислительного стресса по 

сравнению с возрастным контролем. Также при БП показано снижение содержание 

глутатиона в ЧС на 40% у пациентов [26, 27]. При этом в других отделах мозга такого 

снижения не происходит, что свидетельствует о специфическом снижении активности 

антиоксидантной системы в ДА-ергических нейронах [27].  

 

Рисунок 9 – Гены белков, вовлеченные в окислительный стресс, в черной 

субстанции через 2 недели после двукратного введения МФТП в разовой дозе 6 мг/кг  

Sod1 – супероксиддисмутаза-1, Gpx1 – глутатион пероксидаза 1, Gsr – 

глутатионредуктаза, Txnrd1 – тиоредоксин редуктаза, Nos1 – синтаза оксида азота 1, 

Prdx1– пероксиредоксин 1, Nfe2l2 – ядерный фактор, связанный с эритроидом 2 (Nrf2), 

Agtr2 – рецептор ангиотензина 2, Keap1– Kelch-подобный ECH-ассоциированный протеин 

1, Sigmar1 – сигма-1 рецептор.  

 

На модели доклинической стадии в черной субстанции было обнаружено увеличение 

экспрессии транскрипционного фактора Nrf2 (Nfe2l2), регулирующего транскрипцию генов 

антиоксидантных ферментов, супероксиддисмутазы, ключевого антиоксидантного фермента, 

но при этом показано снижение экспрессии глутатионредуктазы, фермента 

восстанавливающего глутатион (рисунок 9). Эти данные свидетельствуют, что несмотря на 

длительный период (2 недели) после активации окислительного стресса МФТП в 

дофаминергических нейронах и/или клетках их окружающих (глии) не происходит полного 

восстановления редокс статуса.  
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3.3.5 Гены нейротрофических факторов и рецепторов к ним  

Нейротрофические факторы – большая группа полипептидов, участвующих 

регуляции жизнедеятельности нейронов от образования до поддержания нейронов 

нервной системы во взрослом состоянии, а также обеспечивающих выживание нейронов 

при действии стресса (токсины, ишемия и др.). Выделяют несколько классов 

нейротрофических факторов и рецепторов к ним.  

На исследованных образцах черной субстанции стабильно экспрессируются фактор 

роста эндотелия сосудов А и Trk-рецептор 2го типа (TrkB), к которому имеет высокое 

сродство мозговой нейротрофический фактор (BDNF) (рисунок 10). При этом мРНК 

самого BDNF в черной субстанции была обнаружена только в контроле, но не в опытных 

образцах. Также отсутствовала экспрессия генов таких нейротрофических факторов, как 

глиальный нейротрофический фактор (GDNF), фактор роста нервов (NGF), мозговой 

нейротрофический фактор дофамина (CDNF) и рецепторов Trk1 и p75. 

 

Рисунок 10 – Гены белков нейроотрофических факторов и рецепторов к ним в 

черной субстанции через 2 недели после двукратного введения МФТП в разовой дозе 6 

мг/кг  

Vegfa – фактор роста эндотелия сосудов А, Ntrk2 – Trk-рецептор 2го типа.  

 

При болезни Паркинсона с помощью метода in situ изменений в экспрессии 

рецепторов TrkB в выживших дофаминергических нейронах нигростриатной системы не 

обнаружено, но при этом общий сигнал от черной субстанции на материале от пациентов 

был ниже, чем у возрастного контроля [28]. Также в работе Simunovic [18] проводилась 

оценка порядка 20 мРНК нейротрофических факторов, рецепторов к ним и 

транскрипционных факторов, участвующих в активации соответствующих путей, в 

черной субстанции при болезни Паркинсона и только для 2х из исследованных веществ 

было показано снижение экспрессии генов, в время как большинство не менялось. Эти 
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данные свидетельствуют, что на клинической стадии заболевания, вероятно, происходит 

истощение компенсаторных процессов в нейротрофической системе в черной субстанции. 

Однако в таком случае не ясно, почему на модели доклинической стадии болезни 

Паркинсона было обнаружено снижение экспрессии гена TrkB (рисунок 10). Для 

интерпретации полученных данных необходимо оценить экспрессию рецептора на модели 

клинической стадии и может быть на более ранних сроках после введения МФТП. 

 

 3.3.6. Гены белков, участвующих в протеосомной и лизосомной 

деградации  

Убиквитин-протеасомная система совместно с лизосомами участвуют в деградации 

неправильно свернувшихся, поврежденных и т.д. белков. Нарушение работы данной 

системы ведет к накоплению «плохих» белков, в том числе и α-синуклеина, агрегации 

которого образуют тельца Леви [29]. При болезни Паркинсона показано значительное 

снижение экспрессии белков, участвующих в убиквитин-протеасомной системе 

деградации белков [18]. Более, чем в 5 раз падает мРНК убиквитина, что также 

обнаружено на модели доклинической стадии болезни Паркинсона (рисунок 11). 

Вероятно, на модели клинической стадии изменения в мРНК будут происходить почти во 

всех или всех оцениваемых белках. 

  

Рисунок 11 – Гены белков, вовлеченные в протеасомную деградацию белков, в 

черной субстанции через 2 недели после двукратного введения МФТП в разовой дозе 6 

мг/кг 

Ube2n – убиквитин-конъюгирующий белок, Uba3 – убиквитин-лигаза, Psmb4 – 

субъединица β протеасомы, Psmc3 – 26S субъединица протеасомы (АТФаза 3), Psmd4 – 

26S чсубъединица протеасомы (не АТФ-аза 4), Usp47 – убиквитиновая специфическая 

пептизада 47, Ubb – убиквитин Б. 
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3.3.7. Гены белков, участвующих в апоптозе, некрозе и аутофагии  

В настоящее время, несмотря на большой массив накопленных данных о процессах, 

которые приводят к гибели дофаминергических нейронов нигростриатной системы при 

болезни Паркинсона, вопрос о механизме гибели клеток (апоптоз, некроз или аутофагия) 

остается открытым. Часть работ показывает наличие признаков апоптоза в нигростриатной 

системе при болезни Паркинсона [30, 31, 32]. В то время как в других работах не показано 

наличия основного признака апоптоза в ДА-ергических нейронах в черной субстанции, а 

именно фрагментации ДНК [33, 34, 35, 36]. Интересно, что на одном посмертном материале 

в области черной субстанции были обнаружены погибающие клетки по пути и апоптоза и 

аутофагии, в то время как некроз был обнаружен только в клетках глии, но не в 

дофаминергических нейронах. При этом погибающие нейроны не содержали тельца Леви, 

которые были показаны только в выживших нейронах черной субстанции [37]. В качестве 

доказательства того, что апоптоз является основным механизмом гибели дофаминергических 

нейронов в нигростриатной системе при болезни Паркинсона, выступают данные о наличии 

активной каспазы 3, основного индуктора апоптоза [37, 38]. 

При моделировании болезни Паркинсона на мышах с помощью МФТП механизм 

гибели нейронов зависит от схемы введения нейротоксина. На острых моделях, когда МФТП 

вводится в течение одного дня, преобладает некроз в то время, как при субхронических или 

хронических схемах введения превалируют другие типы клеточной гибели. Однако при 

любой схеме период дегенерации дофаминергических нейронов занимает не более двух дней 

после введения нейротоксина. Поэтому при использованной в данном исследовании схемы 

эксперимента (сбор через 2 недели после введения МФТП) закономерно, что изменений 

экспрессии генов, участвующих в процессах гибели нейронов не обнаружено (рисунок 12 и 

13). 

Неожиданным результатом явилось увеличение экспрессии мРНК Fos, который 

является геном раннего ответа на стресс (рисунок 12). Также ему отводят роль инициатора 

апоптоза, однако, при использованной схеме эксперимента это маловероятно. Возможно, 

обнаруженное увеличение его экспрессии является показателем развития компенсаторных 

механизмов, направленных на восстановление стриатума, где дофамин даже спустя 2 недели 

остается ниже контрольного значения.  
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Рисунок 12 – Гены белков, вовлеченные в апоптоз, в черной субстанции через 2 

недели после двукратного введения МФТП в разовой дозе 6 мг/кг  

Casp3 – каспаза 3, Parp1 – поли(АДФ-рибоза)полимераза 1 (PARP1), Aifm1 – апоптоз 

индуцирующий фактор, Map3k5 – митоген-активируемая протеинкиназа 5, Cib1 – 

калмирин, Trp53 – белок 53, Bax – Bcl-2-подобный белок 4, Fos – протоокоген с-Fos.  

 

 

  

Рисунок 13 – Гены белков, вовлеченные в некроз и аутофагию, в черной 

субстанции через 2 недели после двукратного введения МФТП в разовой дозе 6 мг/кг  

Mapk8 – митоген-активируемая протеинкиназа 8, Lamp2 – лизосомо-ассоциированный 

мембранный белок 2, Atg16l1 – белок, связанный с атофагией 16, Atg5 – белок, связанный 

с атофагией 16, Capn1 – калпаин 1, Ctsb – фактор некроза опухоли, Eif2ak3 – 

эукариотический фактор инициации трансляции 2-альфа-киназа 3, Atf6 – активирующий 

фактор транскрипции 6.  

 

3.4 Оценка содержания физиологически активных веществ в плазме 

крови в норме и при моделировании болезни Паркинсона  

Системный характер болезни Паркинсона, так же как и многих других 

заболеваний, отражается в изменении химического состава гуморальных сред – ликвора, 
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крови, мочи, слюны, слезы [39]. В ряде работ в крови и в ликворе у больных отмечены 

изменения в уровне эндогенных нейротоксинов, классических нейротрансмиттеров и их 

метаболитов, липидов, продуктов окислительного стресса, воспалительных цитокинов, 

микроРНК и специфических антител, которые рассматриваются как биомаркеры БП [40, 

41, 42, 43, 44]. 

В рамках проекта был проведен анализ содержания моноаминов и их метаболитов 

[6] в плазме крови и слезах [45], а также α-синуклеина в плазме крови и лимфоцитов [46] 

на моделях болезни Паркинсона на мышах. Было показано, что в плазме крови 

содержание ДОФУК снижается, дофамин имеет тенденцию к увеличению, а другие 

катехоламины не меняются. По мере прогрессирования патологии меняются только 

дофамин и серотонин (достоверно растут) [6].  

В слезах мышей концентрации норадреналина и дофамина на модели 

доклинической стадии достоверно увеличивались, в то время как ДОФУК не менялся [45]. 

Это свидетельствует о том, что потенциальные биомаркеры на доклинической стадии для 

крови могут выступать метаболиты дофамина, в то время как для слез – сами 

катехоламины. 

Отношение мономерного α-синуклеина к олигомерному снижается практически 

двое в плазме крови при моделировании болезни Паркинсона и наблюдается тенденция к 

снижению отношения общего α-синуклеина к форсфорилированному по серину129. По 

данным ряда исследований, такие изменения характерны для больных при болезни 

Паркинсона. В отличие от плазмы, в лимфоцитах не было обнаружено изменения 

соотношения указанных белков [46]. Другим перспективным источником биомаркекров 

может выступать ликвор, учитывая, что он является самостоятельной эндокринной 

системой мозга, в котором содержаться в физиологических концентрациях моноамины, 

способные участвовать в регуляции развития и поддержания нейронов [47, 48]. 

Поиск биомаркеров специфичных для доклинической стадии болезни Паркинсона 

позволит разработать способы диагностики заболевания до нарушения двигательной 

функции (на досимптомной стадии), и своевременное начатое лечение продлит 

комфортную жизнь больного без симптоматики за счет замедления нейродегенерации. 

Поэтому уже сейчас необходимо вести исследования не только по поиску биомаркеров, 

которые являются только условно специфичными для болезни Паркинсона, но также 

разрабатывать альтернативные способы ранней диагностики, например провокационный 

тест, а также нейропротекторную терапию. 

В качестве агента для провокационного теста может выступать эндогенный 

ингибитор тирозингидроксилазы – монойодтирозина (МИТ). Показано, что МИТ в дозе 
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100 мг/кг через 2 ч после подкожного введения снижает уровень дофамина в стриатуме 

интактных мышей на 34% [49]. Введение выбранной дозы МИТ вызвало симптомы 

моторных нарушений на нейротоксической модели доклинической стадии болезни 

Паркинсона у мышей, но не в контроле. Это связано с тем, что только на модели болезни 

Паркинсона у мышей воздействие МИТ привело к снижению уровня дофамина в 

стриатуме до порога проявления двигательных симптомов. Таким образом, на 

экспериментальной модели доклинической стадии болезни Паркинсона у мышей показана 

эффективность провокационного теста с МИТ для выявления скрытой функциональной 

недостаточности нигростриатной системы. 

Для тестирования потенциальных нейропротекторов необходима модель болезни 

Паркинсона, которая учитывает период гибели дофаминергических нейронов, который 

длиться 1 день после введения МФТП. Валидация такой модели была сделана с помощью 

нейропротекторов с известными механизмами действия: ингибитора мембранного 

переносчика дофамина – номифензина, и пептида СЕМАКС, который может 

стимулировать секрецию эндогенных нейротрофических факторов или действовать как 

антиоксидант [50]. Показано, что введение номифензина почти полностью защищает 

дофаминергические волокна и сохраняет концентрацию дофамина в стриатуме на 

контрольном уровне. При этом небольшое, но достоверное увеличение концентрации 

дофамина обнаружено при использовании СЕМАКС в качестве индуктора секреции 

эндогенных нейротрофических факторов, но не в качестве антиоксиданта. 

Альтернативой поиска потенциальных нейропротекторов может выступать 

трансплантация дофаминергических нейронов, полученных из эмбрионов или, например, 

дифференцированные из плюрипотентных стволовых клеток. Однако первоначально для 

таких исследований используют животных, которым в зависимости от моделирующего 

заболевания пересаживают суспензию клеток. Для того, чтобы повысить эффективность 

такого лечения необходимо понимать влияние окружающих факторов на трансплантат. В 

случае болезни Паркинсона местом введения дофаминергических нейронов будет 

являться стриатум, место проекции нейронов нигростриатной системы. Помимо 

дофаминового входа в стриатуме также есть серотониновая и норадреналиновая 

иннервации, поэтому была оценена роль гидрокситриптофана (предшественника 

серотонина) и серотонина на пролиферацию и гибель стволовых клеток и фибробластов 

мышей. 

Показано, что только гидрокситриптофан, но не серотонин оказывал влияние на 

остановку пролиферации клеток, а также повышал уровень апоптоза и некроза в культуре 

[51]. При этом введение к культуре клеток гидрокситриптофана не приводило к 



26 

 

увеличению уровня серотонина, однако, происходило накопление самого 

гидрокситриптофана. Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что при 

последующей разработке метода трансплантации дофаминергических нейронов в 

стриатум при моделировании болезни Паркинсона следует оценивать концентрацию 

эндогенного гидрокситриптофана с возможным ее снижением для повышения выхода 

потенциальных клеток.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

При проведении исследований была воспроизведена модель доклинической стадии 

болезни Паркинсона на мышах. Показано, что в стриатуме концентрация дофамина была 

снижена на 40%, а в черной субстанции сохранялась на уровне контроля. 

Также был проведен анализ экспрессии более 100 генов, участвующих в разных 

внутриклеточных процессах, в том числе нейродегенерации и нейрокомпенсации, на 

уровне черной субстанции при моделировании доклинической стадии болезни 

Паркинсона на мышах. Показано увеличение мРНК ферментов деградации дофамина на 

фоне неизменного уровня экспрессии ферментов синтеза дофамина или Д2-рецепторов. 

Обнаружено компенсаторное увеличение мРНК тау-белка, участвующего в стабилизации 

микротрубочек, а также мРНК синтаксина, определяющего белка выброса дофамина из 

синаптических пузырьков. 

Полученные данные по экспрессии генов белков антиоксидантной системы 

свидетельствуют о неполном восстановлении редокс статуса клеток спустя 2 недели после 

введения МФТП. Более того обнаружены первые изменения в убиквитин-протеасомной 

системе деградации белков, что вероятно будет усугубляться по мере прогрессирования 

патологии. 

Показано, что в сохранившихся дофаминергических нейронах и клетках их 

окружающих не происходит активация клеточной гибели, однако, экспрессия рецепторов 

к нейротрофическим факторам снижена.  
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