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Характерной особенностью болезни Паркинсона (БП) является ее диагностирование
только на поздней “клинической” стадии по появлению моторных симптомов на фоне по-
чти полной деградации дофаминергической нигростриатной системы. Это объясняет низ-
кую эффективность существующей заместительной терапии (агонисты дофамина) и
обусловливает необходимость разработки ранней (доклинической) диагностики и превен-
тивной нейропротекторной терапии, направленной на замедление гибели нейронов. Оче-
видно, что на разных этапах доклинической стадии БП нейропротекторная терапия долж-
на проводиться с учетом степени деградации ДА-ергической системы, что в настоящее
время возможно только с помощью малодоступного метода – позитронно-эмиссионной
томографии. Поэтому целью настоящей работы явилась экспериментальная разработка
альтернативного легкодоступного малоинвазивного подхода для оценки степени деграда-
ции дофаминергической системы на модели доклинической стадии БП. Этот оригиналь-
ный подход основан на поиске минимальных доз α-метил-п-тирозина – обратимого инги-
битора синтеза дофамина (ДА), способного на различных этапах доклинической стадии
БП снижать содержание ДА в стриатуме до порога, при котором нарушается моторика. Для
разработки были использованы оригинальные модели ранней и поздней доклинической
стадии БП, воспроизводимые на мышах однократным или двукратным системным введе-
нием 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина – протоксина, превращающегося в
организме в токсин дофаминергических нейронов. В первом случае уровень ДА в стриату-
ме снижен до 80%, а во втором – до 39% от контроля/нормы, принятой за 100%. На этих
моделях были найдены минимальные дозы α-метил-п-тирозина, при которых уровень ДА
снижался до порога (30%), что сопровождалось нарушением моторной и исследователь-
ской активности. Для модели ранней доклинической стадии эта доза была равна 75 мг/кг,
а для модели поздней доклинической стадии – 50 мг/кг. Таким образом показано, что сте-
пень деградации нигростриатной дофаминергической системы на доклинической стадии
БП можно определить по минимальной дозе обратимого ингибитора синтеза ДА, в кото-
рой он вызывает снижение уровня ДА в стриатуме до порога (30%) и приводит к наруше-
нию моторной и исследовательской активности.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, модель доклинической стадии, моторные нарушения,
нигростриатная система, 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин, α-метил-пара-тиро-
зин, дофамин, нейродегенерация, доклиническая диагностика, провокационный тест
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ВВЕДЕНИЕ
В основе патогенеза болезни Паркинсона

(БП) лежит гибель дофаминергических (ДА-
ергических) нейронов нигростриатной си-
стемы мозга, играющей ключевую роль в ре-

гуляции двигательной (моторной) функции
[Kalia, Lang, 2015]. Первые моторные симп-
томы, а следовательно, и возможность диа-
гностировать заболевание, появляются толь-
ко через 20–30 лет после начала снижения
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уровня дофамина (ДА) – ключевого нейро-
трансмиттера регуляции двигательной функ-
ции – в стриатуме примерно до 30% от нор-
мы, принятой за 100% [Agid et al., 1991; Albin
et al., 1989; Bezard, Gross, 1998; Bezard et al.,
2001; 2003; 2009; Blesa et al., 2017; Ehringer,
Hornykiewicz, 1960; Zigmond et al., 1997]. При
этом погибает большая часть ДА-ергических
нейронов и истощаются компенсаторные ре-
зервы мозга, что объясняет низкую эффек-
тивность традиционной заместительной те-
рапии с использованием агонистов ДА [Agid
et al., 1991; Blesa et al., 2017]. Поэтому одним
из основных приоритетов современной нев-
рологии является разработка ранней (далее –
доклинической) диагностики БП задолго до
появления моторных симптомов. Успешное
решение поставленной задачи позволит раз-
работать превентивную нейропротекторную
терапию, направленную на замедление гибе-
ли нейронов и продление доклинической
стадии, – периода комфортной жизни боль-
ного.

Очевидно, что разработка нейропротек-
торной терапии на доклинической стадии БП
должна осуществляться с учетом степени де-
градации нигростриатной ДА-ергической си-
стемы. В настоящее время это может быть ре-
шено только с помощью позитронно-эмисси-
онной томографии (ПЭТ) – неинвазивного
метода, малодоступного по техническим и
экономическим причинам для широкого ис-
пользования [Werner et al., 2015]. Поэтому це-
лью настоящей работы явилась разработка на
экспериментальных моделях БП альтерна-
тивного, легкодоступного малоинвазивного
подхода к оценке степени деградации ДА-ер-
гической системы на доклинической стадии.
Этот подход основан на поиске минималь-
ных доз α-метил-п-тирозина (αМПТ) – об-
ратимого ингибитора синтеза катехолами-
нов, в которых он на моделях различных эта-
пов доклинической стадии БП был бы
способен понижать содержание ДА в стриа-
туме до порога (30% от 100% в норме), при ко-
тором нарушается моторная и исследователь-
ская активность.

МЕТОДИКА
Животные

В работе использованы самцы мышей ли-
нии С57Bl/6 (n = 148) в возрасте 8–9 нед и
массой 23 ± 2 г, полученные из питомника
Столбовая. Мыши после рассадки из боль-

ших клеток (25 в клетке) были размещены
группами по 4–5 особей в клетках меньшего
размера (домашние клетки). Животных со-
держали в стандартных условиях терморегу-
лируемого вивария (22 ± 2°С) с 12-часовым
циклом “день/ночь” (800/2000) при неограни-
ченном доступе к воде и пище. Эксперимен-
ты проводили с 12.00 до 16.00.

Все манипуляции с животными осуществ-
ляли в соответствии с Правилами надлежа-
щей лабораторной практики [Приказ МЗ РФ
от 1 апреля 2016 г. № 199н] и международной
конвенцией [Directive 2010/63/EU] и положе-
ниями протокола, утвержденного комитетом
по биоэтике Института биологии развития
им Н.К. Кольцова РАН.

Введение фармацевтических субстанций
Для моделирования ранней и поздней до-

клинической стадии БП мышам подкожно
вводили пронейротоксин – 1-метил-4-фе-
нил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП, Sig-
ma-Aldrich, США), который в мозге превра-
щается в МФП+ – специфический токсин
ДА-ергических нейронов [Przedborski et al.,
2000]. При моделировании ранней доклини-
ческой стадии МФТП вводили в дозе 12 мг/кг
однократно (1 × 12), а при моделировании
поздней доклинической стадии – двукратно
(2 × 12) с интервалом 2 ч между инъекциями
[Ugrumov et al., 2011] (рис. 1). Контрольным
животным по аналогичным схемам вводили
физиологический раствор (0.9% NaCl).

На 16-й день эксперимента животным, ра-
нее получавшим однократную инъекцию
МФТП, подкожно однократно вводили 0.9%
NaCl (контроль) или αМПТ (Sigma-Aldrich,
США) в дозе 125, 100, 75 или 50 мг/кг (рис. 1).
Животным, ранее получавшим двукратную
инъекцию МФТП, на 16-й день эксперимен-
та вводили 0.9% NaCl или αМПТ в дозе 50
или 25 мг/кг. 0.9% NaCl или αМПТ также
вводили животным, получавшим инъекции
физиологического раствора вместо МФТП.

Исследование моторной 
и исследовательской активности

За трое суток до введения 0.9% NaCl или
МФТП проводили “хэндлинг” мышей и под
наркозом (изофлуран) метили пронумеро-
ванными ушными бирками. На следующий
день животных делили на три эквивалентные
группы по результатам пройденного пути в
“Открытом поле” (первое тестирование). Да-
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Рис. 1. Схема экспериментов по подбору минимальной дозы α-метил-п-тирозина (αМПТ), вызывающей сни-
жение уровня дофамина в стриатуме до порога, при котором нарушается моторное поведение у мышей при мо-
делировании ранней и поздней доклинической стадии болезни Паркинсона (БП) путем однократного (1 × 12)
или двукратного (2 × 12) введения 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина (МФТП) в разовой дозе
12 мг/кг. В контроле вместо МФТП и αМПТ вводили 0.9% NaCl (NaCl). Разделение по поведению осуществляли
по результатам пройденного пути в “Открытом поле”. Обозначения: n – число животных; * – дозы αМПТ: 125,
100, 75, 50 мг/кг; ** – дозы αМПТ: 125, 100, 75, 50 мг/кг и 50, 25 мг/кг; *** – дозы αМПТ: 50 и 25 мг/кг; экспери-
мент 1 – оценка концентрации дофамина в стриатуме у мышей через 1 нед после однократного или двукратного
введения МФТП в дозе 12 мг/кг или в контроле; эксперимент 2 – оценка пройденного пути, скорости и вертикаль-
ных стоек в “Открытом поле”, концентрации дофамина в стриатуме у мышей на 16-й день после однократного вве-
дения МФТП/NaCl и через 4 ч после последующего введения αМПТ в дозе от 50 до 125 мг/кг; эксперимент 3 –
оценка пройденного пути, скорости и вертикальных стоек в “Открытом поле”, концентрации дофамина в стриату-
ме у мышей на 16-й день после двукратного введения МФТП/NaCl и через 4 ч после последующего введения
αМПТ в дозе от 25 до 50 мг/кг. На схеме указано общее число животных для подгрупп “NaCl1” и “NaCl2”. Во
втором эксперименте n (NaCl1) = 8, n (NaCl2) = 20, в третьем эксперименте n (NaCl1) = 8, n (NaCl2) = 16.
Fig. 1. Scheme of the experiments on the selection of the minimum dose of α-methyl-p-tyrosine (αMPT), which causes
a decrease in dopamine level in the striatum to the threshold at which motor behavior is disordered in mice at modeling
the early and late preclinical stages of Parkinson’s disease (PD) by a single (1 × 12) or double (2 × 12) administration of
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) in the individual dose of 12 mg/kg. In the control, 0.9% NaCl
(NaCl) was injected instead of MPTP. Symbols: n – the number of animals; * – doses of αMPT: 125, 100, 75, 50 mg/kg;
** – doses of αMPT: 125, 100, 75, 50 mg/kg and 50, 25 mg/kg; *** – doses of αMPT: 50 and 25 mg/kg.
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лее им вводили 0.9% NaCl и однократно или
двукратно МФТП (рис. 1).

Моторную (пройденный путь, см; ско-
рость, см/с), исследовательскую активность
(вертикальные стойки, количество) и уро-
вень тревожности, определяемый по соотно-
шению времени пребывания в центре камеры
и на периферии (секунды), оценивали с по-
мощью автоматизированной поведенческой
установки PhenoMaster (ActiMot2, TSE-Sys-
tems GmbH, Bad Homburg, v.6.1, Германия) в
течение 6 мин в “Открытом поле” при рассе-
янном освещении 25 лк. Считается, что 6 мин –
минимальное время, необходимое для оцен-
ки моторной и исследовательской активно-
сти [Bailey, Crawley, 2009; Gould et al., 2009].

С целью адаптации за 2 ч до начала оценки
моторной и исследовательской активности
мышей в “домашних клетках” переносили в
комнату для тестирования поведения.

Каждая арена для исследования поведения
представляла собой площадку из плексигла-
са, поделенную на центральную и перифери-
ческую зоны, задаваемые автоматически.
Арена окружена инфракрасной ИК-рамкой,
регистрирующей каждое движение животно-
го в трех измерениях. С помощью ИК-лучей с
высоким временным (100 Гц) и простран-
ственным (до 1 мм) разрешением по осям X и
Y (нижняя ИК-рамка) регистрировали пере-
мещение в горизонтальной плоскости, а по
оси Z (верхняя ИК-рамка) – вертикальные
стойки. Между тестированием каждого жи-
вотного арены тщательно очищали антисеп-
тическим раствором.

Эксперимент 1. Влияние МФТП на уровень ДА
в стриатуме, моторную и исследовательскую 

активность
Чтобы убедиться, что наши модели вос-

производят доклиническую, а не клиниче-
скую стадию БП, на восьмой день после вве-
дения МФТП оценивали моторную и иссле-
довательскую активность в “Открытом поле”
(второе тестирование) в трех группах: после
введения 0.9% NaCl (n = 8), однократного
(n = 8) или двукратного (n = 8) введения
МФТП. У оставшихся животных (n = 124) в
группах после введения 0.9% NaCl, однократ-
ного или двукратного введения МФТП на
15-й день эксперимента повторно оценивали
моторную и исследовательскую активность в
“Открытом поле” (третье тестирование). По
пройденному пути животных в каждой из те-
стируемых групп (0.9% NaCl, МФТП) делили

на 2 подгруппы с равными между собой сред-
ними межгрупповыми и внутригрупповыми
дисперсиями: “NaCl1” и “NaCl2”, “МФТП1”
и “МФТП2” [Сафандеев и др., 2017] (рис. 1).
При этом мыши из подгрупп “NaCl1” и
“МФТП1” находились в одних и тех же клет-
ках, а мышей из подгрупп “NaCl2” и “МФТП2”
рассаживали в разные клетки в соответствии с
пройденным путем и последующим введением
αМПТ в разных дозах (рис. 1).

Эксперимент 2. Дозозависимое влияние αМПТ
на уровень ДА в стриатуме, моторную 
и исследовательскую активность после 

однократного введения 0.9% NaCl или МФТП
На 16-й день эксперимента мышам в под-

группах “NaCl1” (n = 8) и “МФТП1” (n = 8)
подкожно вводили 0.9% NaCl, а мышам в
подгруппах “NaCl2” (n = 20) и “МФТП2” (n =
= 32) – αМПТ в дозе 125, 100, 75 или 50 мг/кг
(рис. 1). Через 4 ч после этого повторно оце-
нивали поведение (четвертое тестирование).

Эксперимент 3. Дозозависимое влияние αМПТ 
на уровень ДА в стриатуме, моторную 
и исследовательскую активность после 

двукратного введения 0.9% NaCl или МФТП
На 16-й день эксперимента мышам в под-

группах “NaCl1” (n = 8) и “МФТП1” (n = 16)
подкожно вводили 0.9% NaCl, а мышам в
подгруппах “NaCl2” (n = 16) и “МФТП2” (n =
= 16) – αМПТ в дозе 50 или 25 мг/кг соответ-
ственно (рис. 1). Через 4 ч оценивали поведе-
ние (четвертое тестирование), моторную и
исследовательскую активность.

Оценка содержания уровня ДА в стриатуме
В каждом из трех вышеуказанных экспе-

риментов после оценки моторной и исследо-
вательской активности мышей наркотизиро-
вали изофлураном, декапитировали и выде-
ляли стриатум по атласу [Paxinos Franklin,
2012] согласно ранее описанной методике
[Ким, Угрюмов, 2015]. Образцы стриатума за-
мораживали в жидком азоте и хранили при
–80°С до измерения содержания ДА с помо-
щью высокоэффективной жидкостной хро-
матографии с электрохимической детекцией
(ВЭЖХ с ЭД) [Сафандеев и др., 2017].

Статистический анализ
Нормальность распределения в группах

оценивали с помощью теста Шапиро–Уилка
при уровне значимости p < 0.01. Наличие/от-
сутствие выбросов определяли с помощью
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теста Граббса. Для статистического анализа
содержания ДА в стриатуме, а также парамет-
ров моторной и исследовательской активно-
сти использовали однофакторный дисперси-
онный анализ (* – p < 0.05 – статистически
значимый результат). Данные представлены
как среднее ± стандартная ошибка среднего
(mean ± SEM). Анализ выполнен в програм-
ме GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software,
CA, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперимент 1. Влияние МФТП 
на уровень ДА в стриатуме, моторную

и исследовательскую активность

Через неделю после однократного или дву-
кратного введения МФТП у мышей не на-
блюдалось изменений по сравнению с соот-
ветствующими контролями (0.9% NaCl) дли-
ны пройденного пути (0.9% NaCl: 1958 ± 167;
МФТП 1 × 12: 1967 ± 131; МФТП 2 × 12: 2115 ±
± 142; F2.51 = 0.03; p = 0.9683), скорости пере-
мещения (0.9% NaCl: 27.6 ± 2.7; МФТП 1 ×
× 12: 28.8 ± 2.8; МФТП 2 × 12: 29.3 ± 1.9;
F2.51 = 0.07; p = 0.9305) и количества верти-
кальных стоек (0.9% NaCl: 26.3 ± 4.6; МФТП
1 × 12: 26.7 ± 5.4; МФТП 2 × 12: 30.5 ± 4.6;
F2.51 = 0.02; p = 0.9798).

Через 2 нед после однократного или дву-
кратного введения МФТП у мышей также не
было обнаружено изменений по сравнению с
соответствующими контролями (0.9% NaCl)
длины пройденного пути (0.9% NaCl: 1721 ±
± 169; МФТП 1 × 12: 1725 ± 121; МФТП 2 × 12:
1707 ± 160; F2.15 = 0.003; p = 0.9964), скорости пе-
ремещения (F2.15 = 1.120; p = 0.3520) и числом
вертикальных стоек (0.9% NaCl: 26 ± 1.8;
МФТП 1 × 12: 27 ± 1.8; МФТП 2 × 12: 31 ± 3.7;
F2.15 = 1.660; p = 0.2180).

ВЭЖХ стриатума

Через 1 нед после однократного или дву-
кратного введения МФТП уровень ДА у
животных в стриатуме был снижен до 70% и
36% от контроля/нормы, принятой за 100%
(0.9% NaCl: 100.6 ± 5.82; МФТП 1 × 12: 70.01 ±
± 2.86; МФТП 2 × 12: 36.01 ± 4.44; F2.51 =
= 81.34; p < 0.0001; рис. 2).

Эксперимент 2. Дозозависимое влияние αМПТ
на уровень ДА в стриатуме, моторную
и исследовательскую активность после 

однократного введения 0.9% NaCl или МФТП

Инъекция  αМПТ  в дозе 50 мг/кг на
16-й день после однократного введения
МФТП не вызвала у мышей изменения мо-
торного и исследовательского поведения по
сравнению с контролем (введение только
МФТП) ни по одному из оцениваемых пока-
зателей (рис. 3 (а, б, в)). Напротив, αМПТ в
дозе 75, 100 или 125 мг/кг вызывал снижение
пройденного пути (F9.57 = 11.56; p < 0.0001;
рис. 3 (а)), скорости перемещения (F9.57 = 9.670;
p < 0.0001; рис. 3 (б)) и уменьшение числа вер-

Рис. 2. Эксперимент 1. Концентрация дофамина
в стриатуме у мышей через 1 нед после одно-
кратного или двукратного введения 1-метил-4-
фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП) в
разовой дозе 12 мг/кг или в контроле 0.9% NaCl
(NaCl). Данные представлены в виде M ± SE.
* p < 0.05 – статистически значимые отличия по
отношению к прочим группам. ∆p < 0.05 – ста-
тистически значимые отличия между МФТП
1 × 12 и МФТП 2 × 12.
Fig. 2. Experiment 1. The concentration of dopa-
mine in the striatum in mice a week after a single
(1 × 12) or double (2 × 12) administration of 1-meth-
yl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) in
the individual dose of 12 mg/kg or 0.9% NaCl (Na-
Cl) in the control. 0.9% NaCl (NaCl). Data are pre-
sented as M ± SE. * p < 0.05 – statistically signifi-
cant difference compared to the control. ∆p < 0.05 –
statistically significant difference in the concentra-
tion of dopamine after a single (1 × 12) and double
(2 × 12) administration of MPTP.
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тикальных стоек (F9.57 = 7.479; p < 0.001;
рис. 3 (в)) по сравнению с контролем. Введе-
ние αМПТ во всех дозах не изменяло соотно-
шение времени пребывания в центре клетки
по сравнению с пребыванием на периферии

клетки (F9.57 = 0.989; p = 0.4607). Только один
показатель – длина пройденного пути, сни-
зился при введении αМПТ в дозе 75 мг/кг в
меньшей степени, чем при более высоких дозах
(рис. 3 (а)).

Рис. 3. Эксперимент 2. Пройденный путь (а), скорость (б) и число вертикальных стоек (в), измеренные в
“открытом поле”, а также концентрация дофамина в стриатуме (г) у мышей на 16-й день после введения
1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП) в дозе 12 мг/кг (1 × 12) и через 4 часа α-метил-п-ти-
розина (αМПТ) в дозе от 50 до 125 мг/кг. В контроле вместо МФТП и αМПТ вводили 0.9% NaCl. Данные
представлены в виде M ± SE. * p < 0.05 – статистически значимые отличия по отношению к подгруппе
NaCl1 (NaCl + NaCl). # p < 0.05 – статистически значимые отличия по отношению к подгруппе NaCl2

(NaCl + αМПТ). ∆p < 0.05 – статистически значимые отличия по отношению к подгруппе МФТП1

(МФТП + + NaCl). Обозначения: 1 – NaCl + NaCl; 2 – МФТП 1 × 12 + NaCl; 3 – NaCl + αМПТ 50 мг/кг;
4 – МФТП 1 × 12 + αМПТ 50 мг/кг; 5 – NaCl + αМПТ 75 мг/кг; 6 – МФТП 1 × 12 + αМПТ 75 мг/кг;
7 – NaCl + αМПТ 100 мг/кг; 8 – МФТП 1 × 12 + αМПТ 100 мг/кг; 9 – NaCl + αМПТ 125 мг/кг; 10 –
МФТП 1 × 12 + αМПТ 125 мг/кг.
Fig. 3. Experiment 2. The track length (a), speed (б) and the number of vertical rearings (в) measured in the “open
field”, as well as the concentration of dopamine in the striatum (г) in mice on the 16th day after the administration
of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) at the dose of 12 mg/kg (1 × 12) and after 4 hours α-
methyl-p-tyrosine (αMPT) at the dose varying from 50 to 125 mg/kg. In the control, 0.9% NaCl was injected instead
of MPTP and αMPT. Data are presented as M ± SE. * p < 0.05 – statistically significant difference compared with
the subgroup NaCl1 (NaCl + NaCl). # p < 0.05 – statistically significant difference compared with the subgroup
NaCl2 (NaCl + αMPT). ∆ p < 0.05 – statistically significant difference compared with the subgroup MPTP1

(MPTP + NaCl). Symbols: 1 – NaCl + NaCl; 2 – MPTP 1 × 12 + NaCl; 3 – NaCl + αMPT 50 mg/kg; 4 – MPTP
1 × 12 + αMPT 50 mg/kg; 5 – NaCl + αMPT 75 mg/kg; 6 – MPTP 1 × 12 + αMPT 75 mg/kg; 7 – NaCl + αMPT
100 mg/kg; 8 – MPTP 1 × 12 + αMPT 100 mg/kg; 9 – NaCl + αMPT 125 mg/kg; 10 – MPTP 1 × 12 + αMPT
125 mg/kg.
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ВЭЖХ стриатума

На 16-й день после однократного введения
МФТП и через 4 ч после последующего вве-
дения 0.9% NaCl концентрация ДА в стриату-
ме у животных в подгруппе “МФТП1” была
снижена на 20% по сравнению с животными
контрольной подгруппы “NaCl1” (F9,57 = 62.65;
p < 0.0001; рис. 3 (г)). Введение по такой же
схеме αМПТ мышам в подгруппе “МФТП2” в
дозе 50, 75, 100 или 125 мг/кг приводило к еще
большему снижению концентрации ДА в
стриатуме – соответственно на 38, 68, 70 и
79% по сравнению с мышами подгруппы
“NaCl1” (p < 0.05), и соответственно на 26, 61,
64 и 75% (p < 0.05) по сравнению с мышами
подгруппы “МФТП1”. По мере увеличения
дозы αМПТ уменьшалось содержание ДА в
стриатуме за единственным исключением –
концентрация ДА в стриатуме не изменилась
при увеличении дозы αМПТ от 75 мг/кг до
100 мг/кг (рис. 3 (г)).

Эксперимент 3. Дозозависимое влияние αМПТ 
на уровень ДА в стриатуме, моторную
и исследовательскую активность после 

двукратного введения 0.9% NaCl или МФТП

Инъекция  αМПТ  в  дозе 25 мг/кг на
16-й день после двукратного введения
МФТП не вызывала у мышей изменения мо-
торной и исследовательской активности ни
по одному из использованных показателей.
Напротив, введение животным αМПТ в дозе
50 мг/кг приводило к уменьшению пройден-
ного пути на 35% (F5.33 = 3.019; p = 0.0237;
рис. 4 (а)), скорости на 41% (F5.33 = 8.180; p =
= 0.0006; рис. 4 (б)) и снижению числа верти-
кальных стоек – на 40% (F5.33 = 4.367; p = 0.0037;
рис. 4 (в)). При различных дозах αМПТ соот-
ношение времени пребывания в центре клетки
по сравнению с пребыванием на периферии
клетки не изменялось (F5.33 = 0.8095; p = 0.5521).

ВЭЖХ стриатума

На 16-й день после двукратного введения
МФТП и через 4 ч после дополнительного
введения 0.9% NaCl концентрация ДА в стри-
атуме у животных в подгруппе “МФТП1” бы-
ла снижена на 61%, по сравнению с подгруп-
пой контрольных животных “NaCl1”, кото-
рым вместо МФТП вводили 0.9% NaCl
(F5.33 = 138.3; p < 0.0001). При этом уменьше-
ние концентрации ДА в стриатуме было ниже
на 41%, чем при однократном введении
МФТП (см. Эксперимент 2). Введение

αМПТ в дозе 25 мг/кг в подгруппе “МФТП2”
приводило к снижению содержания ДА в
стриатуме на 68%, а введение αМПТ в дозе
50 мг/кг – на 76.5% по сравнению с подгруп-
пой “NaCl1” (рис. 4 (г)).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на значительные усилия нейро-
биологов и неврологов, направленные на
усовершенствование лечения БП, это соци-
ально значимое заболевание до сих пор оста-
ется фатальным [Agid et al., 1991]. Единствен-
ная перспектива перевести БП из категории
фатальных в категорию излечиваемых забо-
леваний связана с разработкой доклиниче-
ской диагностики и превентивного лечения
[Becker et al., 2002; Gaenslen, Berg, 2010]. Пре-
вентивное лечение должно быть направлено
на замедление гибели нейронов и продление
доклинической (бессимптомной) стадии за-
болевания. При наличии целого ряда меха-
низмов нейродегенерации и соответствую-
щих молекулярных мишеней превентивная
терапия должна быть нейропротекторной и
комплексной, обеспечивающей широкий
спектр действия – антиоксидантное, антиапо-
птотическое, противовоспалительное и ряд
других [Rehman et al., 2018].

Очевидно, что на различных этапах докли-
нической стадии схема превентивного лече-
ния (вид нейропротектора, доза, частота при-
менения и др.) должна специально подби-
раться, в первую очередь, в зависимости от
степени деградации нигростриатной ДА-ер-
гической системы. В настоящее время функ-
циональную недостаточность ДА-ергической
нигростриатной системы на доклинической
стадии БП, которая по мере прогрессирова-
ния приводит к появлению моторных нару-
шений, удалось показать только с помощью
ПЭТ [Cummings et al., 2011; Jadvar, Colletti,
2014; Tripathi et al., 2018; Verger et al., 2018;
Werner et al., 2015]. В настоящей работе впер-
вые была предпринята попытка создать аль-
тернативный, легкодоступный подход для
решения этой задачи. Этот подход основан на
применении αМПТ – обратимого ингибито-
ра тирозингидроксилазы – скорость-лими-
тирующего фермента синтеза катехоламинов
[Engelman et al., 1968; Spector, 1965; Sjoerdsma
et al., 1965], с помощью которого можно про-
извольно изменять уровень ДА в стриатуме,
вмешиваясь в метаболизм ДА в выживших
ДА-ергических нейронах и, опосредованно –
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в регуляцию моторной и исследовательской
активности. Важно подчеркнуть, что ДА,
синтезируемый в нигростратных ДА-ергиче-
ских нейронах, играет ключевую роль в каче-
стве нейротрансмиттера в регуляции двига-
тельной функции на уровне терминалей ак-

сонов стриатума, но не на уровне тел
нейронов ЧС [Khakimova et al., 2017].

Принципиальная возможность использо-
вания αМПТ для снижения уровня ДА в
стриатуме была показана в наших предыду-
щих исследованиях, направленных на созда-

Рис. 4. Эксперимент 3. Пройденный путь (а), скорость (б) и вертикальные стойки (в) в “открытом поле”,
а также концентрация дофамина в стриатуме (г) у мышей на 16-й день после двукратного введения 1-ме-
тил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП) в дозе 12 мг/кг (2 × 12) и через 4 часа α-метил-п-тиро-
зина (αМПТ) в дозе от 25 до 50 мг/кг. В контроле вместо МФТП и αМПТ вводили 0.9% NaCl (NaCl). Дан-
ные представлены в виде M ± SE. * p < 0.05 – статистически значимые отличия по отношению к подгруппе
NaCl1 (NaCl+ NaCl). # p < 0.05 – статистически значимые отличия по отношению к подгруппе NaCl2

(NaCl + αМПТ). ∆ p < 0.05 – статистически значимые отличия по отношению к подгруппе МФТП1

(МФТП + NaCl). Обозначения: 1 – NaCl + NaCl; 2 – МФТП 2 × 12 + NaCl; 3 – NaCl + αМПТ 25 мг/кг;
4 – МФТП 2 × 12 + αМПТ 25 мг/кг; 5 – NaCl + αМПТ 50 мг/кг; 6 – МФТП 2 × 12 + αМПТ 50 мг/кг.
Fig. 4. Experiment 3. The track length (a), speed (б) and the number of vertical rearings (в) measured in the “open
field”, as well as the concentration of dopamine in the striatum (г) in mice on the 16th day after the double admin-
istration of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) at the individual dose of 12 mg/kg (1 × 12) and
after 4 hours α-methyl-p-tyrosine (αMPT) at the dose varying from 25 to 50 mg/kg. In the control, 0.9% NaCl was
injected instead of MPTP and αMPT. Data are presented as M ± SE. * p < 0.05 – statistically significant difference
compared with the subgroup NaCl1 (NaCl + NaCl). # p < 0.05 – statistically significant difference compared with
the subgroup NaCl2 (NaCl + αMPT). ∆ p < 0.05 – statistically significant difference compared with the subgroup
MPTP1 (MPTP + NaCl). Symbols: 1 – NaCl + NaCl; 2 – MPTP 2 × 12 + NaCl; 3 – NaCl + αMPT 25 mg/kg;
4 – MPTP 2 × 12 + αMPT 25 mg/kg; 5 – NaCl + αMPT 50 mg/kg; 6 – MPTP 2 × 12 + αMPT 50 mg/kg.
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ние новой технологии диагностики БП на до-
клинической стадии [Khakimova et al., 2017].
В этой серии работ определили максималь-
ную дозу αМПТ (125 мг/кг), при которой ин-
гибитор не вызывал нарушение моторной и
исследовательской активности у интактных
животных, но вызывал их нарушение у жи-
вотных на моделях доклинической стадии
БП независимо от уровня деградации нигро-
стриатной ДА-ергической системы.

Важно отметить, что αМПТ оказывает об-
ратимое и кратковременное действие на жи-
вотных при отсутствии летальности [Khaki-
mova et al., 2017]. Кроме того, как следует из
литературы, αМПТ не токсичен или мало-
токсичен для человека, поскольку он давно
используется в качестве лекарственного
средства “Демсер” (“Demser”) для лечения
таких хронических заболеваний, как злокаче-
ственная феохромоцитома [Bloemen, 2011] и
шизофрения [Larsson et al., 1984].

Из вышеизложенного следует, что αМПТ
может быть использован для разработки аль-
тернативного ПЭТ нового подхода к оценке
степени деградации нигростриатной ДА-ер-
гической системы у человека на различных
этапах доклинической стадии БП. Этот под-
ход основан на определении минимальных
доз αМПТ, в которых он на различных этапах
доклинической стадии БП способен пони-
жать содержание ДА в стриатуме до порога
(30%), вызывая, таким образом, нарушение
моторной и исследовательской активности.
Для разработки были использованы ориги-
нальные модели ранней и поздней доклини-
ческой стадий БП, воспроизводимые на мы-
шах с помощью МФТП [Ugrumov et al., 2011].

В настоящей работе было показано, что
для модели ранней доклинической стадии,
характеризующейся снижением уровня ДА в
стриатуме до 80%, минимальная доза αМПТ,
при которой происходило снижение уровня
ДА в стриатуме до порога – 30% и начинали
проявляться нарушения моторно-исследова-
тельской активности, была равна 75 мг/кг.
Для модели поздней доклинической стадии
БП, характеризующейся снижением уровня
ДА в стриатуме до 39%, минимальная доза
αМПТ, при которой происходило снижение
уровня ДА в стриатуме до порога 30% и начи-
нали проявляться нарушения моторного по-
ведения, была 50 мг/кг. Полученные данные
рассматриваются как доказательство того,
что степень деградации нигростриатной до-
фаминергической системы на определенном

этапе доклинической стадии БП можно
определить по заранее рассчитанной мини-
мальной дозе ингибитора синтеза ДА, в кото-
рой он вызывает снижение уровня ДА в стри-
атуме до порога, что сопровождается наруше-
нием моторного поведения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в настоящей работе на

экспериментальных моделях БП разработан
новый легко воспроизводимый подход к
оценке степени деградации нигростриатной
ДА-ергической системы на определенных эта-
пах доклинической (досимптомной) стадии.

Работа поддержана грантом Президиума
РАН по программе “Фундаментальные ис-
следования для разработки биомедицинских
технологий” № 41 ФИМТ (проект № 0108-
2018-0014).
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A NEW APPROACH TO ASSESSMENT THE DEGRADATION
OF THE NIGROSTRIATAL DOPAMINERGIC SYSTEM

IN THE EXPERIMENTAL MODEL OF PARKINSON’S DISEASE
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a Koltzov Institute of Developmental Biology of RAS, Moscow, Russia
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Parkinson’s disease (BP) can be diagnosed only at a late “clinical” stage, after the appearance of
motor symptoms at almost complete degradation of the dopaminergic nigrostriatal system, which
is a characteristic of the disease. This explains the low efficiency of current substitution therapy (do-
pamine agonists) and the need to develop early (preclinical) diagnosis and preventive neuroprotec-
tive therapy for slowing down the death of neurons. When neuroprotective therapy is used at differ-
ent points in the preclinical stage, it is necessary to learn to what extent the nigrostriatal system is
destroyed, which is currently possible only with positron emission tomography. Therefore, the goal
of this study was to develop an alternative, easily available and minimally invasive approach for as-
sessing the degree of degradation of the dopaminergic system at the model of the preclinical stage
of PD. To develop this approach, we used the original models of early and late preclinical stage of
PD, reproduced in mice by single or double systemic administration of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine-protoxin, which is converted in the brain into the toxin of dopaminergic neu-
rons. In the first case, the level of DA in the striatum was reduced to 80%, and in the second case,
to 39% of the control / normal level taken for 100%. Using these models, we found minimum doses
of α-methyl-p-tyrosine, at which it provokes a decrease in the level of dopamine to a threshold
(30%) and provokes motor disorders. For the model of the early preclinical stage, this dose was
75 mg/kg, and for the late preclinical stage – 50 mg/kg. Thus, it has been shown that the degree of
degradation of the nigrostriatal dopaminergic system at the preclinical stage of PD can be deter-
mined by using the minimum dose of a reversible inhibitor of DA synthesis, in which it causes a de-
crease in the level of DA in the striatum to a threshold (30%), in which motor disorders become ev-
ident.

Keywords: Parkinson’s disease, model of preclinical stage, motor dystunctions, nigrostriatal system,
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine, α-methyl-p-tyrosine, dopamine, neurodegenera-
tion, preclinical diagnostic, provocative test



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


