
ВВЕДЕНИЕ

Для диагностики и терапии болезни Паркинсона
(БП) — распространённого нейродегенеративного
заболевания, характеризующегося повреждением
нигростриатной дофаминергической (ДА) системы, —
большое значение имеет создание экспериментальных
моделей БП in vivo. Одной из наиболее адекватных
широко используемых моделей БП у крыс 
служит так называемый ротеноновый паркинсонизм,
индуцированный введением нейротоксина ротенона.
Ингибируя комплекс I дыхательной цепи митохондрий,
ротенон вызывает дегенерацию клеток ДА системы 
и развитие двигательных нарушений и других
изменений, сходных по симптомам и молекулярно-
биологическим признакам с таковыми у БП [1–6].

Фабомотизол (5-этокси 2-[2-(морфолино)этилтио]-
бензимидазола дигидрохлорид) — оригинальный
анксиолитик, разработанный в НИИ фармакологии
имени В.В. Закусова и действующий на ряд важных
рецепторных систем мозга [7–9]. В модели
ротенонового паркинсонизма у крыс фабомотизол
снижал выраженность постуральной неустойчивости
и предотвращал гибель крыс. Непосредственно 
после завершения курса ротенона и его совместного
введения с фабомотизолом обнаружены изменения
относительного содержания белков мозга,
ассоциированных с нейродегенерацией [10].
Изменения поведенческих реакций и протеомного

профиля белков мозга в отсроченный промежуток
времени после прекращения введения токсина и
нейропротектора не исследованы. 

Целью настоящей работы было сравнительное
исследование влияния фабомотизола на проявления БП
у крыс, вызванные введением ротенона (поведенческие
реакции и количественные изменения протеомного
профиля мозга), через 5 дней после последнего
введения нейротоксина. 

МЕТОДИКА

Реактивы

В работе использовали следующие реактивы:
Трис (гидроксиметил)аминометан, гидрокарбонат
аммония, дитиотреитол, мочевину, гуанидин
гидрохлорид, хлористый натрий, 4-винилпиридин,
Тритон Х-100, Кумасси бриллиантовый синий G-250,
ротенон (“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); фабомотизол (Афобазол, 
таблетки, 10 мг, “Отисифарм Про”, Россия). 

Остальные реактивы были отечественного
производства максимально доступной чистоты.
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Фабомотизол — оригинальный анксиолитик, разработанный в НИИ фармакологии имени В.В. Закусова и
действующий на ряд важных рецепторных систем мозга. В модели болезни Паркинсона, вызванной у крыс 
курсовым введением пестицида ротенона, фабомотизол ослаблял нарушения поведенческих реакций животных,
влиял на профиль и относительное содержание белков мозга. Через 5 дней после завершения курсового введения
ротенона позитивное влияние фабомотизола на поведенческие реакции крыс сохранялось. По данным протеомного
исследования, профиль белков мозга и изменения их относительного содержания существенно отличались 
от результатов, полученных сразу после завершения курсового введения ротенона, а также ротенона и фабомотизола.
Изменения относительного содержания почти всех белков, обнаруженные сразу после завершения курсового
введения ротенона или ротенона и фабомотизола, через пять дней уже не определялись. В то же время было
обнаружено изменение относительного содержания других белков, ассоциированных с нейродегенерацией 
при болезнях Паркинсона и Альцгеймера. Такая динамика свидетельствует о волнообразном изменении содержания
патогенетически важных белков мозга, вовлечённых в механизмы нейродегенерации и нейропротекции.
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Экспериментальные животные

Исследование выполнено на аутбредных 
белых крысах, полученных из филиала “Столбовая”
ФГБУН “Научный центр биомедицинских технологий
ФМБА” (Московская область). Животных содержали 
в стандартных условиях вивария при свободном
доступе к корму и воде при 12-часовом световом
режиме в соответствии с ГОСТ 33215 и 33216.

Моделирование экспериментального 
паркинсонизма у крыс

Моделирование БП с помощью системного
введения ротенона проводили согласно 
руководству [11]. Животные случайным образом 
были разделены на четыре группы: 
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+Фабомотизол” (9 крыс); животным
вводили ежедневно (7 дней) внутрибрюшинно ротенон
в дозе 2,75 мг/кг и фабомотизол в дозе 10 мг/кг; 
4) группа “Фабомотизол” (10 крыс); животным
вводили ежедневно (7 дней) внутрибрюшинно
фабомотизол в дозе 10 мг/кг. 

Ротенон вводили в растворе в нейтральном
триглицериде миглиоле (Miglyol 840). Раствор
готовили, как описано ранее [4]. После проведения
поведенческих тестов на 12 день эксперимента 
(через 5 дней после последнего введения ротенона)
животных декапитировали под лёгким эфирным
наркозом, получали лизаты гомогенатов мозга и
готовили пробы для масс-спектрометрического анализа.

Тестирование поведенческих реакций

Оценку олигокинезии в тестах “Открытое поле” и
“Вращающийся стержень” проводили на 12-й день
эксперимента, через 5 суток после последнего
введения нейротоксина и нейропротектора, 
как это подробно описано ранее [4]. 

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

Подготовка проб 
для масс-спектрометрического анализа

Ткань мозга (большие полушария)
гомогенизировали при помощи гомогенизатора
Heidolph SilentCrusher (“Heidolph”, Германия, 
50000 оборотов в минуту) в 0,05 М калий-фосфатном
буфере (рН 7,4) до конечной концентрации 30 мг/мл.
Для оценки относительных количественных
изменений содержания белков мозга у животных
разных экспериментальных групп при подготовке
проб использовали одинаковое количество 

общего белка, которое контролировали с помощью
метода Бредфорда [12]. После инкубации 
в присутствии 3% Тритона Х-100 (4°C, 1 ч) 
лизаты разводили в 3 раза тем же буфером и
центрифугировали 30 мин при 16000 g для получения
осветлённой надосадочной жидкости. Экстракция
белков, их алкилирование и трипсинолиз подробно
описаны ранее [5, 13].

Масс-спектрометрический анализ

Масс-спектрометрический анализ осуществляли
с использованием оборудования центра 
коллективного пользования “Протеом человека”
Научно-исследовательского института биомедицинской
химии имени В.Н. Ореховича (ИБМХ) — 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 [4].
Биоинформатическую обработку данных проводили
согласно [4]. Каждый из представленных в таблицах
белков был идентифицирован, по меньшей мере, 
в трёх независимых экспериментах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Системное курсовое введение крысам ротенона
приводило к развитию тяжёлого паркинсонического
синдрома, сопровождающегося характерными 
для развёрнутой стадии БП двигательными
нарушениями [4, 13]. Корректирующее влияние
фабомотизола, вводимого внутрибрюшинно
одновременно с ротеноном, снижало проявления
постуральной неустойчивости и олигокинезии 
до уровня, характерного для животных контрольной
группы [11]. 

Двигательные нарушения у животных,
получавших курсовое введение ротенона, сохранялись
и через пять дней после прекращения введения 
этого нейротоксина (табл. 1). 

Снижение показателей двигательной,
ориентировочно-исследовательской активности и
координации движений животных, получавших
ротенон, относительно контрольной группы
наблюдалось и через 5 дней после последнего введения
этого нейротоксина (табл. 1). В группе животных,
получавших фабомотизол одновременно с ротеноном,
уменьшение показателей олигокинезии сохранялось 
и через 5 дней после последнего введения ротенона
(табл. 1). Исключение составила вертикальная
двигательная активность, которая уже не отличалась
от уровня контроля.Укрыс, получавших одновременно
с ротеноном инъекцию фабомотизола, через пять дней
после последнего введения отмечено статистически
значимое увеличение двигательной активности,
оцениваемой по продолжительности времени
удержания животных на горизонтальном стержне. 
При этом у крыс, получавших фабомотизол 
без введения ротенона, основные показатели
локомоторной активности мало отличались от таковых
у контрольных животных (табл. 1).

ВЛИЯНИЕ РОТЕНОНА И ФАБОМОТИЗОЛА НА ПРОТЕОМ МОЗГА
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Ранее проведённая непосредственно после
окончания курса ротенона сравнительная протеомная
идентификация белков мозга контрольных крыс и
крыс с индуцированной ротеноном БП показала
изменение уровня 86 белков, относящихся 
к различным функциональным группам [10]. 
Из них относительное содержание при введении
ротенона увеличивалось у 65 белков, уменьшалось 
у 21 белка. Значимое увеличение относительного
содержания было обнаружено у митохондриальных
белков (компонентов цитохром с-оксидазного
комплекса (номера по базе Uniprot S5RZM8, P10888,
P11951, P12075, P20788) и потенциал-зависимых
ионных каналов (P81155, Q9Z2L0, A0A0G2JSR0)), 
что согласуется с данными литературы о ключевой роли
митохондриальной дисфункции в патогенезе БП [10].
Также количественные изменения были выявлены 
для белков, нарушение функций которых связано 
с нейродегенерацией: альфа-синуклеина (P37377),
белка DJ-1 (O88767), глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы (P04797), TRIM2 (D3ZQG6),
прохибитина-2 (Q5XIH7) [10]. При совместном
введении ротенона и фабомотизола было отмечено
менее выраженное (по сравнению с введением только
ротенона) увеличение относительного содержания
ряда компонентов потенциал-зависимых ионных
каналов (Voltage-dependent anion-selective channel
proteins, Vdac) 1, 2 и 3 (Q9Z2L0, P81155,A0A0G2JSR0).

Через пять дней после последнего введения
ротенона крысам обнаружены изменения
относительного содержания 17 белков мозга; 
при этом только один белок (аминокислотный
транспортер 2, P31596) был выявлен ранее в группе
белков с изменяющимся относительным содержанием
непосредственно после окончания курса ротенона. 
В случае острого эффекта нейротоксина относительное
содержание аминокислотного транспортера
существенно увеличивалось [10], а в случае
отсроченного эффекта уменьшалось в 2 раза (табл. 2).
Для группы животных, получавших ротенон и
фабомотизол, изменения содержания по завершении
курса и через пять дней были обнаружены только 
для субъединицы а протонной АТРазы V-типа
(Q8R2H0), а также транспортера 2 возбуждающих
аминокислот (P31596). Относительное содержание
субъединицы а этой АТРазы увеличивалось 
в 22,6 и в 2,3 раза соответственно, а транспортера 2 —
в 2 раза в обоих случаях ([10] и табл. 3). 

У группы крыс, получавших фабомотизол, только 
у одного общего белка относительное содержание
изменялось в обеих временных точках эксперимента.
Это мембранный гликопротеин M6-a (Q812E9); 
его содержание увеличивалось в 3 и в 2 раза
соответственно) ([10] и табл. 4).

Через пять дней после завершения введения
ротенона у 8 белков мозга обнаружено увеличение
(более чем в 2 раза), а у 9 белков — 
некоторое уменьшение относительного содержания
(табл. 2). У крыс, получавших инъекции ротенона 
и фабомотизола, изменение относительного 
содержания отмечено для 31 белка мозга: 
у 23-х оно увеличивалось в 2–3 раза, 
у восьми — уменьшалось в 2–3 раза (табл. 3).
Введение фабомотизола вызывало у животных
отсроченное увеличение относительного содержания
(менее чем в 3,5 раза) у 10 белков, уменьшение 
(в 2–4,5 раза) — у 5 белков мозга (табл. 4). 
При этом обращает на себя внимание тот факт, 
что у множеств белков, содержание которых
изменяется при введении нейротоксина и 
при одновременном введении нейротоксина и
нейропротектора, практически нет общих элементов
(рис. 1, диаграмма Венна). У животных, получавших
только фабомотизол, почти половина белков 

Бунеева и др.
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Таблица 1. Влияние фабомотизола на двигательную активность и координацию движений крыс с паркинсоническим
синдромом, вызванным 7-дневным введением ротенона, через 5 дней после последнего введения ротенона

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

Рисунок 1. Диаграмма Венна, показывающая количество
белков мозга крыс с изменяющимся относительным
содержанием (по отношению к контролю) через 5 дней
после введения животным нейротоксина ротенона,
нейропротектора фабомотизола и их комбинации. 
А – ротенон, Б – ротенон+фабомотизол, В – фабомотизол.

Группа, число животных
Двигательная активность, ед.

Продолжительность удержания
на горизонтальном стержне, сГоризонтальная 

(число перемещений)
Вертикальная 
(число стоек)

Контроль, n=10 14,67±2,42 9,67±2,22 177,75±2,25

Ротенон, n=12 6,92±0,95* 5,67±0,54 87,17±12,43**

Ротенон+Фабомотизол, n=9 8,78±1,45 8,00±1,26 128,88±15,50*#

Фабомотизол, n=10 14,67±3,87 5,89±1,02 —



с изменяющимся по сравнению с контролем
содержанием совпадает с белками мозга, содержание
которых изменяется при совместном введении крысам
ротенона и фабомотизола. Изменение уровня белков 
в этих случаях, по-видимому, обусловлено влиянием
фабомотизола (рис. 1).

Таким образом, через 5 дней после завершения
курсового введения нейротоксина ротенона и
нейропротектора фабомотизола, как вместе, 
так и по отдельности, у крыс изменяется
относительное содержание ряда белков. Подавляющее

большинство этих белков не совпадает с белками,
характеризующимися изменённым относительным
содержанием сразу же после завершения курсового
введения препаратов. Однако практически все белки,
содержание которых меняется в ходе эксперимента,
ассоциированы с нейродегенерацией, многие — 
с болезнью Паркинсона (литература к таблицам 2–4). 

Такая динамика позволяет предположить
волнообразное изменение патогенетически важных
белков мозга, вовлечённых в механизмы
нейродегенерации и нейропротекции. 
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Таблица 2. Отсроченное изменение относительного содержания белков мозга крыс, получавших курсовое 
введение ротенона

Примечание. Здесь и в остальных таблицах приведено изменение относительного содержания белков по отношению
к контролю (через 5 дней после завершения курсового введения препаратов).
Функциональные группы белков:
1. Белки/ферменты, участвующие в процессах генерации энергии и углеводного обмена. 
2. Белки, участвующие в образовании цитоскелета и экзоцитозе. 
3. Белки, участвующие в передаче сигнала и регуляции активности ферментов. 
4. Антиоксидантные и защитные белки/ферменты. 
5. Белки-регуляторы экспрессии генов, клеточного деления и дифференцировки. 
6. Ферменты, участвующие в метаболизме белков, аминокислот и других азотистых соединений. 
Локализация: Ц – цитоплазма, Я – ядро, М – мембраны, ПМ – плазматическая мембрана, ЭПР – эндоплазматический
ретикулум, Г – комплекс Гольджи, Мх – митохондрии, Ве – везикулы, С – секреторный белок,   
Вне – внеклеточное пространство.

№ № по базе
Uniprot Ген по Uniprot Название белка по Uniprot

Ф
ун

кц
ии Локали-

зация
–LOG(P-

value)
Кратность
изменения

Связь 
с нейро-
дегенера-

цией

1 P11240 Cox5a Cytochrome c oxidase subunit 5A,
mitochondrial 1 Мх 4,46 3,29 [14]

2 D3ZD09 LOC120103152 Cytochrome c oxidase subunit
6B1-like 1 Мх 1,81 2,92 [14]

3 P63045 Vamp2 Vesicle-associated membrane
protein 2 2 Ве, ПМ 5,23 2,50 [15, 16]

4 P62775 Mtpn Myotrophin 3 Ц, Я 2,37 2,48 —

5 Q63028 Add1 Alpha-adducin 2 Ц, ПМ 1,11 2,16 —

6 Q6AYS2 Sfxn1 Sidoreflexin 2 Мх 2,15 2,16 [17]

7 Q63654 Ubc Polyubiquitin 6 Ц, Я 3,38 2,08 [18]

8 Q7M079 UniProtKB unreviewed
(TrEMBL) Calcium-binding protein 4 3 Ц 1,85 2,07 [19, 20] 

9 G3V846 Slc1a3 Amino acid transporter 2 М, ПМ 1,88 0,48 [21]

10 P04636 Mdh2 Malate dehydrogenase,
mitochondrial 1 Мх 3,28 0,48 [22]

11 P10111 Ppia Peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase A 6 Ц, Я, С 5,33 0,48 [23]

12 P07632 Sod1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 4 Ц, Я 3,74 0,47 [24, 25]

13 P18418 Calr Calreticulin 3 Ц, ЭПР,
Ве, С 1,46 0,45 [26]

14 Q5BJ93 Eno1 Phosphopyruvate hydratase 1 Ц 5,38 0,44 [27]

15 P00507 Got2 Aspartate aminotransferase,
mitochondrial 6 Мх, ПМ 3,89 0,41 [28, 29]

16 Q5BJT9 Ckmt1 Creatine kinase U-type,
mitochondrial 1 Мх 3,42 0,36 [30]

17 P27139 Ca2 Carbonic anhydrase 2 3 Ц, ПМ 4,25 0,26 [31]
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Таблица 3. Отсроченное изменение относительного содержания белков мозга крыс, получавших курсовое введение
ротенона и фабомотизола

№ № по базе
Uniprot Ген по Uniprot Название белка по Uniprot

Ф
ун

кц
ии Локали-

зация
–LOG(P-

value)
Кратность
изменения

Связь 
с нейро-
дегенера-

цией

1 F1LMW7 Marcks Myristoylated alanine-rich 
C-kinase substrate 3 Ц, М 2,85 2,97 [32, 33]

2 P11505 Atp2b1 Plasma membrane calcium-
transporting ATPase 1 2 М 3,35 2,69 [34]

3 Q64715 Map2 Microtubule-associated protein 2 Ц 2,10 2,59 [35]

4 Q505J6 Slc25a18 Mitochondrial glutamate carrier 2 2 Мх 2,10 2,53 [36]

5 P97546 Nptn Neuroplastin 3 М 3,32 2,44 [37]

6 P0DP31 Calm3 Calmodulin-3 3 Ц 1,32 2,37 [38]

7 D4A565 Ndufb5
NADH dehydrogenase
[ubiquinone] 1 beta subcomplex
subunit 5, mitochondrial

1 Мх 1,12 2,37 [39]

8 A0A0G2JT78 Rab6b RAB6B, member RAS oncogene
family 2 Г 1,38 2,36 [40, 41]

9 Q2I6B2 Atp6v0a1 V-type proton ATPase subunit a 1 М, Ве, С 1,94 2,32 [42]

10 P07936 Gap43 Neuromodulin 5 Ц, М 2,07 2,28 [43]

11 P32736 Opcml Opioid-binding protein/
cell adhesion molecule 3 М 4,63 2,27 [44]

12 Q6AYS2 Sfxn1 Sidoreflexin 2 Мх 2,43 2,19 [17]

13 Q8VHS9 Cacna2d1 L-type calcium channel
alpha2/delta subunit 2 М 1,43 2,19 [45]

14 Q02563 Sv2a Synaptic vesicle glycoprotein 2A 3 Ве 2,03 2,13 [46]

15 Q5M7T6 Atp6v0d1 V-type proton ATPase subunit d 1 М 4,73 2,13 [42]

16 P32851 Stx1a Syntaxin-1A 2 М, Ве 3,63 2,11 [47]

17 P97710 Sirpa Tyrosine-protein phosphatase 
non-receptor type substrate 1 3 М 2,58 2,11 [48]

18 Q6PW35 Nrcam Neuronal cell adhesion molecule
long isoform Nc7 3 М 1,68 2,08 [49]

19 D4A435 Icam5 Intercellular adhesion molecule 5 3 М 1,91 2,05 [50]

20 P31596 Slc1a2 Excitatory amino acid transporter 2 2 М 2,38 2,05 [51]

21 Q05175 Basp1 Brain acid soluble protein 1 5 ПМ 1,98 2,05 [52, 53]

22 P01830 Thy1 Thy-1 membrane glycoprotein 4 М 3,01 2,01 —

23 Q8R2H0 Atp6v1g2 V-type proton ATPase subunit G 1 М 1,54 2,01 [42]

24 Q08163 Cap1 Adenylyl cyclase-associated
protein 1 5 М 1,35 0,50 [54, 55]

25 A0A8I5Y2B8 ENSRNOG00000062500 Thioredoxin-dependent
peroxiredoxin 4 Ц 2,08 0,46 [56, 57]

26 Q9JI66 Slc4a4 Electrogenic sodium bicarbonate
cotransporter 1 2 М 2,83 0,44 —

27 Q63910 Hba-a3 Globin c1 2 Вне 5,32 0,39 [58]

28 P47819 Gfap Glial fibrillary acidic protein 2 Ц 5,18 0,37 [59]

29 M0RC65 Cfl2 Cofilin 2 2 Ц 1,21 0,37 [60]

30 Q6P7S0 UniProtKB unreviewed
(TrEMBL) Pyruvate kinase 1 Ц, Я 1,60 0,33 [61]

31 A0A1K0H3R5 Hbb Globin a4 2 Вне 4,68 0,32 [58]
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Связь
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THE DELAYED EFFECT OF THE NEUROPROTECTOR FABOMOTIZOLE 
ON THE BRAIN PROTEOME IN RATS WITH THE ROTENONE MODEL OF PARKINSONISM

О.А. Buneeva1*, I.G. Kapitsa2, M.G. Zavyalova1, S.A. Kaloshina1, V.G. Zgoda1, А.Е. Мedvedev1

1Institute of Biomedical Chemistry, 
10 Pogodinskaya str., Moscow, 119121 Russia; *e-mail: olbuneeva@gmail.com

2Federal Research Center for Innovator and Emerging Biomedical and Pharmaceutical Technologies, 
8 Baltiyskaya str., Moscow, 125315 Russia

Fabomotizole is an original anxiolytic agent developed at the Federal Research Center for Innovator and
Emerging Biomedical and Pharmaceutical Technologies that acts on a number of important receptor systems 
of the brain. In a model of Parkinson's disease induced in rats by a course of rotenone administration, fabomotizole
attenuated manifestations of behavioral impairments and influenced the profile and relative content of brain proteins.
Five days after the last administration of rotenone, the fabomotizole effect on the behavioral reactions of rats persisted.
According to the proteomic study, the profile of brain proteins and changes in their relative content differed
significantly from the results obtained immediately after the last administration of rotenone, as well as rotenone 
in combination with fabomotizole. Changes in the relative content of almost all proteins detected immediately 
after the last administration of rotenone or rotenone with fabomotizole were not detectable five days later. 
However, at this time point, there were changes in the relative content of other proteins associated 
with neurodegeneration in Parkinson's and Alzheimer's diseases. Such dynamics suggests a wave-like change 
in the content of pathogenetically important brain proteins involved in the mechanisms of neurodegeneration 
and neuroprotection.

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