
ВВЕДЕНИЕ

Экспериментальный паркинсонизм, индуцированный
у крыс введением пестицида ротенона, — 
одна из наиболее адекватных моделей 
болезни Паркинсона (БП). Как и в случае 
с моделированием БП введением мышам нейротоксина 
МФТП (1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина),
при ротеноновом паркинсонизме у животных
наблюдается дофаминергическая нейродегенерация и
олигокинезия как на ранних стадиях развития
паркинсонического синдрома, так и в отсроченный
период [1–6]. Изатин (индолдион-2,3) — эндогенный
регулятор, обнаруженный в организме млекопитающих
и человека и обладающий широким спектром
биологической активности благодаря большому
набору изатин-связывающих белков [7–10], в том числе
ассоциированных с нейродегенеративной патологией
[9, 11]. Как и в случае МФТП-индуцированного
паркинсонизма [12, 13], при ротеноновой модели БП
изатин оказывает нейропротекторный эффект,
уменьшая признаки олигокинезии и постуральной
неустойчивости; однако, в отличие от модели 
МФТП-индуцированного паркинсонизма, в случае
ротеноновой модели профиль изатин-связывающих
белков почти не изменяется [5]. Тем не менее,
введение ротенона влияет на относительное
содержание изатин-связывающих белков как сразу 
по окончании курса этого нейротоксина, 
так и спустя 5 дней после последнего введения [6, 14]. 

Целью данной работы было исследование
отсроченного эффекта нейропротектора изатина 
на выраженность физиологических реакций и
количественных изменений протеомного профиля
изатин-связывающих белков мозга крыс.

МЕТОДИКА

Реактивы

В работе использовали следующие реактивы: 
Трис (гидроксиметил)аминометан, гидрокарбонат
аммония, дитиотреитол, мочевину, гуанидин
гидрохлорид, хлористый натрий, тритон Х-100, 
4-винилпиридин, Кумасси бриллиантовый 
синий G-250 (“Merck”, США); муравьиную кислоту,
едкий натр (“Acros Organics”, США), ацетонитрил
(“Fisher Chemical”, Великобритания); изопропанол,
трифторуксусную кислоту (“Fluka”, США); 
трис-(2-карбоксиэтил)-фосфин (“Pierce”, США);
модифицированный трипсин (mass spectrometry grade,
“Promega”, США). Остальные реактивы были
отечественного производства максимально 
доступной чистоты.

Экспериментальные животные

Исследование выполнено на аутбредных белых
крысах, полученных из питомника “Столбовая”
Научного центра биомедицинских технологий.
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Вызванный введением пестицида ротенона паркинсонизм у крыс — одна из наиболее адекватных моделей
болезни Паркинсона (БП). Изатин (индолдион-2,3) — эндогенный регулятор, обнаруженный в организме
млекопитающих и человека и обладающий широким спектром биологической активности благодаря большому
набору изатин-связывающих белков, в том числе ассоциированных с нейродегенеративной патологией. 
Курсовое введение ротенона вызывало у крыс нарушения поведенческих реакций и изменения профиля и
относительного содержания изатин-связывающих белков мозга. В данной работе исследовали отсроченное
нейропротекторное влияние изатина (через 5 дней после завершения курсового введения ротенона) 
на поведенческие реакции и относительное содержание изатин-связывающих белков мозга крыс с индуцированным
ротеноном экспериментальным паркинсонизмом. Хотя в этот период времени у крыс сохранялись нарушения
локомоторных функций, данные протеомного анализа (профиль изатин-связывающих белков мозга и 
изменения их относительного содержания) отличались от результатов, полученных сразу после завершения
курсового введения ротенона.   При этом все изатин-связывающие белки, относительное содержание которых 
изменялось в данный период времени, в той или иной степени ассоциированы с нейродегенерацией 
(многие — с болезнями Паркинсона и Альцгеймера).
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Животных содержали в стандартных условиях
вивария при свободном доступе к корму и воде 
при двенадцатичасовом световом режиме.

Моделирование экспериментального 
паркинсонизма у крыс

Моделирование ПС с помощью системного
введения ротенона проводили согласно 
руководству [15]. Животные случайным образом 
были разделены на четыре группы (табл. 1): 
1) группа “Контроль” (10 крыс); животным вводили
ежедневно (7 дней) физиологический раствор
внутрибрюшинно в эквивалентном объёме 0,2 мл 
на 100 г веса тела животного; 
2) группа “Ротенон” (12 крыс; животным вводили
ежедневно (7 дней) внутрибрюшинно ротенон 
в дозе 2,75 мг/кг; 
3) группа “Ротенон+Изатин” (9 крыс); животным
вводили ежедневно (7 дней) внутрибрюшинно ротенон и
однократно, на 7 день, изатин в дозе 100 мг/кг подкожно; 
4) группа “Изатин” (9 крыс); животным вводили
ежедневно физиологический раствор и однократно, 
на 7 день, изатин в дозе 100 мг/кг подкожно. 

Ротенон вводили в растворе в нейтральном
триглицериде миглиоле (Miglyol 840). Раствор
готовили, как описано ранее [5]. После проведения
поведенческих тестов на 12 день эксперимента 
(через 5 дней после последнего введения ротенона)
животных декапитировали под лёгким эфирным
наркозом, готовили лизаты гомогенатов мозга и 
пробы для масс-спектрометрического анализа.

Тестирование поведенческих реакций

Оценку олигокинезии в тестах “Открытое поле” и
“Вращающийся стержень” проводили на 12 день
эксперимента, через 5 суток после последнего введения
нейротоксина, как это подробно описано ранее [5]. 

Статистическую обработку данных проводили 
с помощью программы Statistica v. 10.0 [5]. Результаты
в таблицах представлены как среднее ± ошибка
среднего (Mean ± SEM). Различия между группами
считали достоверными при p<0,05. Различия 
при 0,05<p<0,1 считали статистической тенденцией.

Подготовка проб 
для масс-спектрометрического анализа

Приготовление лизатов гомогенатов мозга и
подготовка проб для масс-спектрометрического
анализа (экстракция белков, алкилирование и
трипсинолиз) подробно описаны ранее [6, 14].

Масс-спектрометрический анализ

Масс-спектрометрический анализ осуществляли 
с использованием оборудования центра 
коллективного пользования “Протеом человека”
(Институт биомедицинской химии) — системы
высокоэффективного жидкостного разделения пептидов
Ultimate 3000 RSLCnano (“Thermo Scientific”, США) 
в нанопотоковом режиме масс-спектрометрического
детектора Q-Exactive HFX (“Thermo Scientific”), 
как описано ранее [5]. Биоинформатическую
обработку данных проводили согласно [5]. 
Каждый из представленных в таблицах белков 
был идентифицирован, по меньшей мере, 
в трёх независимых экспериментах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Отсроченное влияние изатина на двигательные
нарушения у крыс, вызванные введением
нейротоксина ротенона

В наших предыдущих экспериментах 
при системном введении ротенона уже на седьмые
сутки у животных наблюдалось состояние,
характерное для развёрнутой стадии БП: 
значимая потеря веса, олигокинезия, ригидность и
постуральная неустойчивость. Корректирующее
влияние изатина, вводимого однократно подкожно 
в дозе 100 мг/кг на фоне курсового введения 
ротенона, проявлялось в снижении постуральной
неустойчивости и уменьшении олигокинезии,
регистрируемым по показателям двигательной
активности в тестах “Открытое поле” и
“Вращающийся стержень” [16]. В данной работе
снижение показателей двигательной активности и
координации движений животных относительно
контрольной группы наблюдалось и через 
5 дней после последнего введения ротенона. 
Так, в группе “Ротенон” число перемещений в тесте
“Открытое поле” составляло 47,3% от контроля, 
а число стоек — 58,8%. Продолжительность
удержания на вращающемся стержне у животных
группы “Ротенон” составляла 49,0% от таковой 
у животных контрольной группы (табл. 2).
Корректирующее влияние изатина, регистрируемое 
в тестах “Открытое поле” и “Вращающийся
стержень”, также сохранялось и на 12 день
эксперимента. Соответствующие показатели 
у группы “Ротенон+Изатин” по сравнению с группой
“Контроль” составляли 67,1% в случае числа
перемещений, 75,3% в случае числа стоек и 
73,6% в опыте “Вращающийся стержень” (табл. 2).

РОТЕНОН И ИЗАТИН-СВЯЗЫВАЮЩИЕ БЕЛКИ МОЗГА: ЭФФЕКТ ИЗАТИНА

232

Таблица 1. Моделирование экспериментального паркинсонизма у крыс (схема эксперимента)

Группа животных День эксперимента Физиологический
раствор

Ротенон 2,75 мг/кг
внутрибрюшинно

Изатин 100 мг/кг
подкожно

Контроль 1–7 +
Ротенон 1–7 +
Ротенон+Изатин 7 +
Ротенон+Изатин 1–7 +
Изатин 7 +
Изатин 1–7 +



Отсроченное влияние изатина на протеомный
спектр изатин-связывающих белков мозга крыс

Сравнительная протеомная идентификация
относительного содержания белков мозга 
контрольных крыс и крыс с индуцированной
ротеноном БП показала изменение уровня 
11 изатин-связывающих белков мозга непосредственно
после окончания курса ротенона [14]. При этом
нейропротекторный эффект изатина на фоне 
введения ротенона, как видно из таблицы 3 и 
рисунка 1, наиболее ярко проявляется в отношении 
2-оксоглутаратдегидрогеназы (компонента Е1
мультиферментного митохондриального комплекса).
Относительное содержание 2-оксоглутарат-
дегидрогеназы по сравнению с контролем 
на фоне введения ротенона несколько снижается 
(0,7 от контроля), а при введении изатина 
резко повышается (в 11,4 раза). Известна 
роль 2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса 
в нарушениях энергетического обмена, характерных
для нейродегенеративных заболеваний. Снижение
активности 2-оксоглутарадегидрогеназы коррелирует

с нарушениями метаболизма в мозге при болезнях
Паркинсона и Альцгеймера. 2-Оксоглутарат-
дегидрогеназа инактивируется под действием токсина
МФТП, применяющегося для моделирования БП 
у животных, и других токсинов, вызывающих 
окислительный стресс [28–31]. Кроме того, показано, 
что 2-оксоглутаратдегидрогеназный комплекс играет
роль и в наследственной предрасположенности к БП. 
Частота встречаемости генотипа, несущего 
аллель с заменой одного нуклеотида в гене, 
кодирующем дигидролипоамид-сукцинилтрансферазу
(Е2 компонент этого мультиферментного комплекса),
существенно выше у больных БП по сравнению 
с контрольной группой [35].

Через 5 дней после курса нейротоксина отмечены
изменения в относительном содержании 16 белков 
по сравнению с контролем. При этом были 
выявлены только два белка (глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназа и субъединица В протонной
АТРазы V-типа), относительное содержание которых
менялось также сразу после окончания курса ротенона
([6] и рисунки 1 и 2А). 

Бунеева и др.
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Таблица 2. Отсроченное влияние изатина на двигательную активность и координацию движений крыс 
с индуцированной ротеноном БП (через пять дней после завершения курса введения токсина)

Примечание. Данные представлены в виде среднего значения ± ошибка средней; *, **, *** – p<0,05, p<0,01, p<0,001
соответственно, в сравнении c группой “Контроль”; # – p<0,05, в сравнении c группой “Ротенон”.

Рисунок 1. Кратные изменения относительного содержания изатин-связывающих белков вмозге крыс при воздействии
ротенона и изатина. На диаграмме указаны названия генов. Названия белков по базе Uniprot и Р-значения для каждого
измерения приведены в таблице 3. Экспериментальные группы: 1,4 – Ротенон; 2 – Ротенон+Изатин; 3 – Изатин; 
1-3 – 7 день эксперимента; 4 – 12 день эксперимента.

Группа
животных

Количество
животных

Двигательная активность, ед. Продолжительность удержания
на горизонтальном стержне,
вращающемся с постоянной

скоростью 12 об/мин, с
Горизонтальная

(число перемещений)
Вертикальная
(число стоек)

Контроль 10 14,6±2,4 9,7±2,2 177,8±2,3
Ротенон 12 6,9±0,9** 5,7±0,5 87,2±12,4***
Ротенон+Изатин 9 9,8±1,7 7,3±2,1 130,9±17,5*#

Изатин 9 12,1±2,9 7,3±1,6 —
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В группах животных “Ротенон+Изатин” и “Изатин”
не обнаружены общие белки, относительное
содержание которых изменялось в мозге животных
сразу после завершения курсового введения ротенона
и через 5 дней (табл. 3–5 и рис. 2Б и 2В). 
В группе “Ротенон+Изатин” на 12 день всего 
у двух белков отмечено увеличение относительного
содержания по сравнению с контролем. 
Это субъединица А протонной АТРазы V-типа и
полиубиквитин (табл. 4). В группе “Изатин”
отсроченное влияние этого нейропротектора изменяло
относительное содержание 9 белков по сравнению 
с контрольной группой. Отмечено незначительное
снижение (до уровня 0,6–0,7) содержания дестрина
(фактора деполимеризации актина), глиального
фибриллярного кислого белка, креатинкиназы, 
а также мультифункциональных белков гликолиза
гамма-енолазы и фруктозобисфосфатальдолазы. 
При этом происходило небольшое повышение 

уровня бета-субъединицы АР-2 комплекса, 
бета-субъединицы спектрина, Е2 компонента 
2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса, а также
NAD-зависимой деацетилазы сиртуина 2 (табл. 5).
Интересно отметить, что все обнаруженные 
в отсроченном эффекте меняющие своё относительное
содержание изатин-связывающие белки в той или иной
степени ассоциированы с нейродегенерацией, 
многие с болезнями Паркинсона и Альцгеймера 
[22, 23, 35, 38–51]. 

В контексте т.н. токсических моделей БП,
индуцированных нейротоксинами с различными
механизмами действия (МФТП и ротенон), следует
отметить, что протекторное действие изатина, 
по-видимому, осуществляется разными путями. 
В случае МФТП-индуцированной модели БП у мышей
действие изатина прежде всего обусловлено
ингибированием активности моноаминоксидазы Б —
фермента, ответственного за биоактивацию
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Рисунок 2. Диаграммы Венна. Изатин-связывающие белки с достоверным изменением относительного содержания
(острый и отсроченный эффекты). Группы животных: А – Ротенон, Б – Ротенон+Изатин, В – Изатин.

Таблица 4. Отсроченное влияние введения изатина на относительное содержание изатин-связывающих белков 
мозга крыс через пять дней после завершения курсового введения ротенона

Таблица 5. Влияние однократного введения изатина на относительное содержание изатин-связывающих белков 
мозга крыс на 12 день эксперимента

№ № по базе
Uniprot

Ген 
по Uniprot Название белка по Uniprot Функции Локализация Кратность

изменения
-Log(P-
значение Литература

1 Q2I6B2 Atp6v0a1 V-type proton ATPase subunit A 2 M, PM, Me, Ve 2,5 3,8 [36]

2 Q63654 Ubc Polyubiquitin 6 C, N 1,9 3,0 [37]

№ № по базе
Uniprot

Ген 
по Uniprot Название белка по Uniprot Функции Локализация Кратность

изменения
-Log(P-
значение Литература

1 P62944 Ap2b1 AP-2 complex subunit beta 3 M, PM 1,8 2,8 [22, 23]

2 Q6XD99 Sptbn1 Spectrin beta chain 2 C, N 1,7 2,2 [38, 39]

3 G3V6P2 Dlst

Dihydrolipoyllysine-residue
succinyltransferase component 
of 2-oxoglutarate dehydrogenase
complex, mitochondrial

1 Mch 1,6 2,1 [35]

4 Q5RJQ4 Sirt2 NAD-dependent protein
deacetylase sirtuin-2 3 N, C 1,5 2,1 [40, 41]

5 P47819 Gfap Glial fibrillary acidic protein 2 C 0,7 2,0 [42]

6 Q7M0E3 Dstn Destrin 2 C 0,7 2,3 [43–46]

7 P09117 Aldoc Fructose-bisphosphate aldolase C 1 C synaps 0,7 2,4 [47, 48]

8 P07335 Ckb Creatine kinase B-type 1 C, Mch, PM 0,6 2,8 [49, 50]

9 P07323 Eno2 Gamma-enolase 1 C, PM 0,6 2,3 [51]



протоксина МФТП в нейротоксин МФП+

(ион метилфенилпиридиния) [52]. Влияние 
на многочисленные изатин-связывающие белки, 
по-видимому, благоприятствует реализации различных
защитных реакций, в частности, действуя 
на убиквитин-протеасомную систему, участвующую,
помимо элиминации поврежденных и неправильно
собранных белков, в регуляции самых различных
клеточных процессов, включая стабильность генома,
иммунный ответ, передачу сигнала и многое 
другое [37, 53]. В ходе протеомного профилирования
изатин-связывающих белков мозга нами были
выявлены ферменты, имеющие непосредственное
отношение к убиквитин-протеасомной системе: 
E3 убиквитинпротеинлигаза MYCBP2, убиквитин-
карбоксиконцевая гидролаза 24, E3 убиквитин-
протеинлигаза MIB2, E3 убиквитинпротеинлигаза
HUWE1, вариант 1 убиквитин конъюгирующего
фермента, полиубиквитин [54]. Было показано влияние
нейротоксина МФТП и нейропротектора изатина 
на изменение митохондриальных субпротеомов
белков, взаимодействующих с компонентами Rpn10- и
Rpn13-регуляторной субчастицы протеасом [52, 55].

В случае ротеноновой модели БП у крыс действие
изатина, очевидно, реализуется по другому сценарию
и через вовлечение других изатин-связывающих
белков. С одной стороны, это может быть связано 
с межвидовыми особенностями (эффекты изатина 
у мышей и крыс не всегда совпадают [9]), с другой —
очевидным “волнообразным” изменением уровня
белков-мишеней (изатин-связывающих белков),
которые по-разному меняются в динамике развития БП
как под действием нейротоксина, так и самого изатина,
который, как известно, влияет на относительный
уровень многих важных белков мозга [56]. 
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THE NEUROPROTECTIVE EFFECT OF ISATIN IN THE ROTENONE-INDUCED 
MODEL OF PARKINONISM IN RATS: THE STUDY OF DELAYED EFFECTS
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Parkinsonism in rats induced by the pesticide rotenone is one of the most adequate models of Parkinson's 
disease (PD). Isatin (indole-2,3-dione) is an endogenous regulator found in mammals and humans and exhibiting 
a wide range of biological activities mediated by numerous isatin-binding proteins, including those associated with
neurodegenerative pathology. A course of rotenone administration to rats caused behavioral impairments and changes
in the profile and relative content of isatin-binding proteins in the brain. In this study, we have investigated the delayed
neuroprotective effect of isatin (5 days after completion of the course of rotenone administration) on behavioral
reactions and the relative content of isatin-binding proteins in the brain of rats with rotenone-induced experimental
parkinsonism. Although during this period the rats retained locomotor dysfunction, the proteomic analysis data 
(profile of isatin-binding proteins in the brain and changes in their relative content) differed from the results obtained
immediately after completion of the course of rotenone administration. Moreover, all isatin-binding proteins 
with altered relative content changed during this period are associated to varying degrees with neurodegeneration 
(many with Parkinson's and Alzheimer's diseases).

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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