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Нигростриатные дофаминергические нейроны (ДН), участвующие в регуляции двигательной функции, 
обладают высокой пластичностью. При гибели до 50% этих нейронов при болезни Паркинсона выжив-
шие нейроны обеспечивают нормальную регуляцию двигательной функции. В данной работе была 
поставлена задача определить, вовлечены ли белки везикулярного цикла —  синтаксин Iа (Syn Ia), си-
наптотагмин I (Syt I), Rab5a и комплексины I и II (Cmpх I и II) —  в механизмы нейропластичности 
в чёрной субстанции, содержащей преимущественно тела и отростки ДН. На нейротоксических моделях 
болезни Паркинсона у мышей показано, что при дегенерации до 50% ДН содержание Syt I, Syn Ia, Cmpх I 
и II, участвующих в экзоцитозе везикул, в чёрной субстанции в целом не изменяется, а в отдельных 
выживших ДН компенсаторно увеличивается. Таким образом, данные, полученные в этой работе, по-
зволяют предположить, что нарушение моторного поведения, возникающее при гибели половины 
нигростриатных ДН, не является следствием нарушения продукции белков везикулярного цикла в вы-
живших ДН.
Ключевые слова: белки везикулярного цикла, нейродегенерация, нейропластичность, болезнь Паркин-
сона.
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Дофаминергические нейроны (ДН) нигростриат-
ной системы мозга играют ключевую роль в регуля-
ции двигательной функции. Тела нейронов распола-
гаются в чёрной субстанции (ЧС), а аксоны проеци-
руются в стриатум [1]. При гибели части ДН, напри-
мер при болезни Паркинсона (БП), функциональная 
активность выживших нейронов усиливается, что 
позволяет длительное время компенсировать функ-
циональную недостаточность нигростриатной дофа-
минергической системы. Этим объясняется тот факт, 
что нарушение двигательной функции при БП начи-
нается только после гибели 50–60% ДН [1–3].

При изучении функционирования выживших 
ДН на фоне дегенерации части нейронов могут быть 
получены новые фундаментальные знания о кле-
точных и молекулярных механизмах нейропластич-
ности. В соответствии с методологией трансляци-
онной медицины эти знания будут способствовать 
разработке превентивной нейропротекторной тера-
пии, направленной на замедление гибели ДН ней-
ронов [3].

Поскольку возможности для исследований мозга 
у людей крайне ограничены, механизмы нейроде-
генерации и нейропластичности изучают в основном 
на моделях [4]. Для оценки компенсаторных меха-
низмов и функциональной недостаточности нигро-
стриатной дофаминергической системы наиболее 
перспективными являются нейротоксические мо-
дели БП. Они воспроизводят как доклиническую 
(досимптомную) стадию БП, характеризуемую до-
пороговым уровнем деградации нигростриатной 
дофаминергической системы (потеря <50% нейро-
нов) и отсутствием нарушений моторного поведе-
ния, так и клиническую (симптомную) стадию, ха-
рактеризуемую сверхпороговой деградацией этой 
системы (потеря >50% нейронов) и появлением 
моторных нарушений. Такие модели созданы в на-
шей лаборатории на мышах путём системного вве-
дения 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина 
(МФТП) —  предшественника специфического ток-
сина ДН, который в организме превращается в 1-ме-
тил-4-фенилпридиний (МФП+)-токсин [5].

На разработанных нами моделях БП изучены 
клеточные и молекулярные механизмы компенса-
торного усиления функций ДН и декомпенсации 
в виде изменения синтеза, выделения, обратного 
захвата и ферментативной деградации дофамина 
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[6, 7]. Однако до сих пор остаётся невыясненным, 
как при этом изменяется содержание белков вези-
кулярного цикла (БВЦ), вовлечённых: в 1) транспорт 
везикул, содержащих дофамин, из резервного пула 
к месту экзоцитоза (активная зона), 2) экзоцитоз, 
3) эндоцитоз и пополнение резервного пула вновь 
образованными везикулами, в которые из цито-
плазмы закачивается дофамин. Поэтому целью дан-
ной работы явилась оценка изменения содержания 
БВЦ в нигростриатных ДН у мышей на нейроток-
сических (МФТП) моделях доклинической и кли-
нической стадий БП. В качестве объектов исследо-
вания были выбраны наиболее распространённые 
БВЦ: синтаксин Iа (Syn Ia) —  один из компонентов 
SNARE комплекса —  центрального звена экзоци-
тоза; синаптотагмин I (Syt I) и комплексины I и II 
(Cmpх I и II) —  белки, участвующие в регуляции 
SNARE комплекса, Rab5a —  белок, участвующий 
в регуляции эндосомального цикла [8–10].

В работе использовали самцов мышей линии 
С57BL/6N в возрасте 2–2,5 месяца и массой 22–24 г. 
Животных содержали в стандартных условиях ви-
вария при свободном доступе к пище и воде. Мани-
пуляции с мышами проводили в соответствии с про-
токолом, утверждённым комитетом по охране жи-
вотных Института биологии развития РАН и нахо-
дящимся в соответствии с национальными и меж-
дународными требованиями. Мышам вводили 
подкожно МФТП, двукратно по 8 мг/кг и четырёх-
кратно по 10 мг/кг с интервалом 2 ч между инъек-
циями для моделирования соответственно докли-
нической и клинической стадий БП (“Sigma”, 
США). Контрольной группе по таким же схемам 
вводили 0,9%-й раствор NaCl. В каждой группе ис-
пользовано по восемь животных.

Через две недели после введения МФТП мышей 
декапитировали, извлекали мозг и выделяли ЧС. 
Ткань взвешивали, замораживали в жидком азоте 
и хранили при -70 °C до определения содержания 
Syn Ia, Syt I, Rab5a, Cmpx I и II с помощью вестерн-
блота. Пробоподготовку осуществляли в соответ-
ствии с опубликованной ранее методикой [7]. После 
переноса белков на нитроцеллюлозную мембрану 
мембраны последовательно инкубировали: а) в ТNT 
буфере, содержащем 1% обезжиренного молока 
и одни из антител: мыши к Syt I (1 : 1000, “Synaptic 
Systems GmbH”, Германия), мыши к Syn Ia (1 : 4000, 
“Sigma”, США), кролика к Cmpx I, II (1 : 1000, “Sy-
naptic Systems GmbH”, Германия), кролика к Rab5a 
(1 : 300, “Santa Cruz Biotechnology”, США) в течение 
ночи при +4 °C; б) с козьими антителами, конъю-
гированными с пероксидазой хрена, к иммуногло-

булинам мыши или кролика (1 : 50 000, “Jackson 
ImmunoResearch Lab”, США) в течение 2 ч при ком-
натной температуре. После инкубации со вторыми 
антителами мембраны несколько раз промывали 
в TNT буфере и проявляли стандартным методом 
усиленной хемилюминесценции с помощью набора 
Amersham (“ECL Plus Western Blotting Detection Re-
agents”, США). Мембраны сканировали, и получен-
ные изображения обрабатывали в стандартной прог-
рамме ImageJ, оценивая интегральное поглощение 
белковых полос. Результаты определения уровня 
экспрессии исследованных белков были нормиро-
ваны на общее содержание белка.

Для статистической обработки данных исполь-
зовали однофакторный дисперсионный анализ 
(1-way ANOVA) с последующим использованием 
теста Тьюки для множественного сравнения средних 
с помощью программы GraphPad Prism Version 5.0 
(“GraphPad Software”, США). Данные представлены 
как среднее значение ± средняя ошибка среднего 
значения. Различия считали достоверными при 
p < 0,05.

В данной работе оценивали изменение содержа-
ния БВЦ — синтаксина Iа (Syn Ia), синаптотагмина I 
(Syt I), комплексинов I и II (Cmpх I и II), Rab5a, 
в ЧС у мышей на моделях доклинической и ранней 
клинической стадий БП. Несмотря на то что эти 
белки являются атрибутом любых нейронов, в ко-
торых выделение нейротрансмиттеров происходит 
экзоцитозом [10] в ЧС, они должны содержаться 
преимущественно в телах, дендритах и проксималь-
ных отделах аксонов ДН. Из нашей предыдущей 
работы следует, что, несмотря на гибель 29% ДН 
у мышей на модели доклинической стадии БП, 
спонтанное и стимулированное выделение дофа-
мина в ЧС —  ключевой показатель дофаминовой 
нейротрансмиссии —  не изменяется по сравнению 
с контролем [7]. При этом по данным этой работы 
в ЧС отсутствуют изменения в содержании боль-
шинства изученных БВЦ —  Syn Ia, Cmpх I и II, от-
ветственных за экзоцитоз секреторных везикул, 
включая дофаминсодержащие везикулы (рис. 1). 
При экстраполяции данных по ЧС в целом на от-
дельные выжившие ДН, число которых было под-
считано в предыдущей работе [5], оказалось, что 
содержание на нейрон Syn Ia, Cmpx I и II увеличи-
вается. При этом спонтанное выделение дофамина 
ДА при пересчёте на нейрон не изменяется, а сти-
мулированное возрастает [7]. Из сопоставления 
данных этого и предыдущего [7] исследований кос-
венно следует, что функциональное значение Syn Ia, 
Cmpx I и II особенно велико при экзоцитозе секре-
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торных гранул, синхронизированном деполяриза-
цией мембраны (стимулированное выделение).

При оценке везикулярного цикла необходимо 
учитывать, что экзоцитоз —  это только его первая 
часть, тогда как вторая часть представлена эндоци-
тозом и формированием новых секреторных везикул, 
молекулярными маркёрами которых могут служить 
белки Rab5a [9] и ВМАТ2 [7]. Следует отметить, что 
изменение содержания Rab5a не является специфи-
ческой характеристикой секреторной активности 
нейронов, поскольку этот белок также участвует 
в эндоцитозе в глии [8]. Тем не менее содержание 
Rab5a (рис. 1) и ВМАТ2 [7] в ЧС на модели докли-
нической стадии БП не изменяется (рис. 1). Эти 
данные позволяют предположить, что к механизмам 
нейропластичности выживших ДН на модели до-
клинической стадии БП относится усиленное обра-
зование эндоцитозом секреторных везикул (мар-
кёр —  Rab5a), в которые с помощью ВМАТ2 захва-
тывается синтезированный в цитоплазме дофамин.

Особый интерес представляет сравнение содер-
жания БВЦ в ЧС у мышей на модели доклинической 

и клинической стадий БП, т.е. по мере деградации 
нигростриатной дофаминергической системы вплоть 
до порога, при котором нарушается моторное пове-
дение [5]. По полученным нами данным в этом 
и предыдущем [7] исследованиях содержание боль-
шинства изученных БВЦ —  Cmpx I и II, Rab5a 
и ВМАТ2 в ЧС у мышей на модели клинической 
стадии БП остаётся на таком же уровне, как и на мо-
дели доклинической стадии и в контроле (рис. 1), 
несмотря на увеличение числа дегенерировавших 
ДН с 29 до 45% [5]. При этом в ЧС также не меняется 
уровень спонтанного и стимулированного выделе-
ния дофамина [7]. При экстраполяции данных по ЧС 
на нейрон очевидна тенденция к увеличению син-
теза БВЦ в выживших ДН у мышей на модели кли-
нической стадии не только по сравнению с кон-
тролем, но и по сравнению с доклинической ста-
дией. При экстраполяции на нейрон стимулирован-
ное выделение ДА не меняется, а спонтанное уве-
личивается [7]. В совокупности эти данные 
позволяют предположить, что моторные нарушения 
у мышей на модели ранней клинической стадии БП 
и, вероятно, у больных при пороговой деградации 
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Рис. 1. Содержание белков везикулярного цикла: синаптотагмина (Syt I), синтаксина Ia (Syn Ia), комплексинов 
(Cmpx) I и II, Rab5a в чёрной субстанции (ЧС) у мышей на моделях доклинической (2–8 мг/кг) и ранней клинической 
(4–10 мг/кг) стадий болезни Паркинсона. *p < 0,05 по сравнению с контролем, **p < 0,05 по сравнению с выбранным 
параметром.
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нигростриатной дофаминергической системы не яв-
ляются следствием снижения содержания и, воз-
можно, синтеза БВЦ в ЧС.

Наряду с однонаправленным изменением содер-
жания большинства БВЦ —  Syn Ia, Cmpx I и II, 
Rab5a, ВМАТ2, в выживших ДН в ЧС у мышей 
на моделях доклинической и клинической стадий 
БП, изменение содержания Syt I носит более слож-
ный характер. Так, содержание этого белка снижа-
ется на модели доклинической стадии БП по срав-
нению с контролем и повышается на модели кли-
нической стадии по сравнению с доклинической 
стадией (рис. 1). Эти данные свидетельствуют о том, 
что в отличие Syn Ia, Cmpx I и II, Rab5a, ВМАТ2 
содержание Syt I в отдельных выживших нейронах 
компенсаторно возрастает только при дегенерации 
значительной части ДН (>29% и <45%).

Для понимания молекулярных механизмов ней-
ропластичности ДН и их регуляции в ЧС важно 
сопоставление данных о содержании БВЦ в выжив-
ших нейронах, полученных в данной работе, и дан-
ных о содержании мРНК этих белков, полученных 
в нашей предыдущей работе [11], у мышей на тех же 
моделях БП. Эти данные являются показателями 
уровня соответственно трансляции и транскрипции 
БВЦ. Однонаправленное изменение транскрипции 
и трансляции в отдельных нейронах на моделях БП 
наблюдалось только в случае Syn Ia и Rab5a на мо-
дели доклинической стадии и Cmpx I и II на модели 
клинической стадии (рис. 1) [11]. Эти данные сви-
детельствуют об одинаковой регуляции экспрессии 
генов и синтезов указанных белков в выживших 
нейронах, причём только при определённом уровне 
деградации нигростриатной дофаминергической 
системы. В случае остальных белков на обеих моде-
лях БП отмечена рассогласованность в транскрип-
ции и трансляции, что свидетельствует об их раз-
личной регуляции. Такая рассогласованность харак-
терна и для регуляции транскрипции и трансляции 
других функционально значимых белков в ДН, 
например тирозингидроксилазы, —  скорость-лими-
тирующего фермента синтеза дофамина [6].

Таким образом, данные об изменении содержа-
ния БВЦ в ЧС у мышей на нейротоксических моде-
лях БП позволяют предположить, что усиление 
экспрессии ряда БВЦ в выживших ДН (Syn Ia, 
Cmpx I и II, Syt I) способствует компенсации функ-
циональной недостаточности нигростриатной до-
фаминергической системы.
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грантом РФФИ (17–04–00479) по проекту “Моле-
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Соблюдение этических норм. Все процедуры, вы-
полненные в исследованиях с участием животных, 
соответствовали этическим стандартам учреждения, 
в котором проводились исследования, и утверждён-
ным правовым актам РФ и международных органи-
заций.
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Nigrostriatal dopaminergic neurons (DNs) involved in the regulation of motor function, are characterized by 
high plasticity. Indeed, at the death of up to 50% of DNs in Parkinson’s disease, the survived neurons provide 
normal regulation. This study was aimed to determine whether proteins of the vesicular cycle, syntaxin Ia (Syn Ia), 
synaptotagmin I (Syt I), Rab5a and complexins I and II (Cmpx I and II), are involved in the mechanisms of 
neuroplasticity in the substantia nigra, which mainly contains cell bodies and processes of the DNs. In neurotoxic 
models of Parkinson’s disease in mice, it was shown that at the degeneration of up to 50% of DNs, the content 
of Syt I, Syn Ia, Cmpх I and II involved in vesicle exocytosis does not change in the substantia nigra as whole, 
while this is compensatory increased in individual survived DNs. Thus, the data obtained in this study suggest 
that the impairment of motor behavior that occurs at the death of half of nigrostriatal DNs is not caused by the 
impairment of the production of vesicular cycle proteins in surviving DNs.

Keywords: proteins of vesicular cycle, neurodegeneration, neuroplasticity, Parkinson’s disease.


