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ТИРОЗИН-ФОСФАТАЗЫ (STEP) В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ Danio rerio
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Фундаментальные нейрофизиологические процессы часто изучают с использованием рыбы Danio
rerio в качестве модели. Ранее было показано, что селективный ингибитор стриатумспецифичной
протеин-тирозин-фосфатазы (striatal-enriched protein tyrosine phosphatase, STEP) снижает метабо-
лизм серотонина в головном мозге D. rerio. Как STEP, так и серотонин участвуют в развитии нейро-
дегенеративных нарушений поведения. Снижение или повышение уровня серотонина в головном
мозге мышей, вызванное введением п-хлорфенилаланина или паргилина, соответственно, приво-
дит к снижению в стриатуме уровня мРНК гена рtpn5, кодирующего STEP. Однако не установлено,
наблюдается ли это и у других организмов. Нами изучено влияние ингибиторов синтеза (п-хлорфе-
нилаланин) и деградации (паргилин) серотонина на экспрессию гена ptpn5 и активность STEP в го-
ловном мозге D. rerio. Рыбок помещали на 72 ч в воду, содержащую п-хлорфенилаланин (2 мг/л) или
паргилин (0.5 мг/л), контрольные особи находились в аквариумной воде. Обработка п-хлорфенил-
аланином снижала уровень серотонина в мозгу в 4 раза, тогда как паргилин увеличивал уровень это-
го медиатора в 6 раз. Как п-хлорфенилаланин, так и паргилин снижают активность STEP в головном
мозге D. rerio, не влияя при этом на уровень мРНК гена рtpn5. Таким образом, взаимодействие меж-
ду STEP и серотониновой системой наблюдается не только у млекопитающих, но и у рыб, что ука-
зывает на сходство процесса регуляции у позвоночных.
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ВВЕДЕНИЕ
Аквариумная рыбка Danio rerio (D. rerio) слу-

жит удобной моделью для изучения процессов,
протекающих в мозге [1, 2]. Морфология цен-
тральной нервной системы у рыб и млекопита-
ющих, в том числе и человека, сходна, поэтому
D. rerio активно используют при исследовании
молекулярных процессов, лежащих в основе
развития нейродегенеративных заболеваний.

Белки, регулирующие передачу сигналов в
клетке, включая стриатумспецифичную протеин-
тирозин-фосфатазу (STriatal-Enriched protein ty-
rosine Phosphatase, STEP), принимают участие в
патологических процессах в головном мозге.
Фермент STEP дефосфорилирует остатки тиро-
зина, регулируя таким образом активность киназ

ERK 1/2, p38 [3], Fyn [4], Pyk2 [5], а также субъ-
единиц рецепторов NMDA и AMPA, участвую-
щих в важных сигнальных каскадах в клетке [6].
STEP экспрессируется преимущественно в ней-
ронах. Изменения активности этого фермента
наблюдаются при целом ряде нейродегенератив-
ных заболеваний [3]. У рыб белок STEP кодирует-
ся геном рtpn5, расположенным на хромосоме 7.
Обработка D. rerio гидрохлоридом 8-трифторме-
тил-1,2,3,4,5-бензопентатиепин-6-амина (TC-
2153), который селективно ингибирует STEP,
приводит к снижению метаболизма серотонина в
мозге [7]. Более того, показано взаимодействие
STEP и серотониновой системы в мозге млекопи-
тающих [8–10].

Сокращения: 5-HT – серотонин; ptpn5 – ген, кодирующий белок STEP; pol2e – ДНК-зависимая РНК-полимераза; STEP
(STriatal-Enriched protein tyrosine Phosphatase) – стриатумспецифичная протеин-тирозин-фосфатаза; МАО – моноаминок-
сидаза; ТПГ2 – триптофангидроксилаза 2.
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Серотонин (5-гидрокситриптамин, 5-HT) –
один из ключевых нейромедиаторов головного
мозга, изменение уровня которого, как и STEP,
ассоциировано с развитием многих психопатоло-
гий [11, 12]. В мозге млекопитающих 5-HT синте-
зируется из L-триптофана с участием триптофан-
гидроксилазы 2 (ТПГ2) [13–15]. Известно, что
ингибитор ТПГ2 – п-хлорфенилаланин, снижает
уровень 5-HT в мозге [16]. Главную роль в катабо-
лизме 5-HT млекопитающих играют моноами-
ноксидазы (МАО) А и Б, локализованные на
внешней мембране митохондрий [17]. Введение
ингибитора МАО, паргилина, приводит к увели-
чению уровня 5-HT в мозге [18, 19].

Как показано ранее и снижение, и повышение
уровня 5-HT, вызванное введением п-хлорфенил-
аланина и паргилина, соответственно, снижает
уровень мРНК гена ptpn5 в стриатуме мышей [20].
Однако не установлено, сохраняется ли это взаи-
модействие и у других позвоночных.

Мы исследовали влияние фармакологическо-
го снижения и повышения концентрации 5-HT
на уровень мРНК гена рtpn5 и активность белка
STEP в головном мозге D. rerio.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Животные и воздействия. Исследование прове-

дено на взрослых (3–4 мес.) самцах и самках лео-
пардовых D. rerio, взятых в соотношении 1 : 1 (все-
го 81 особь). Рыбы получены в Секторе генетиче-
ских коллекций нейропатологий ИЦиГ СО РАН
и с возраста 1 мес. содержались в аквариуме (200 л,
27°С) при непрерывной фильтрации, аэрации и
фотопериоде 14 ч свет и 10 ч темнота. Рыб корми-
ли 2 раза в день сухим кормом Tetramin Tropical
Flakes (“Tetra”, США) и 2 раза в неделю заморо-
женными Chironomus plumosus. Исследование про-
ведено согласно руководству по работе с D. rerio
Национального института здоровья США (NIH) от
12 апреля 2013 года. Протокол исследования
одобрен Комитетом по биоэтике ИЦиГ СО РАН.

Рыбы были разделены на три группы: кон-
троль, п-хлорфенилаланин и паргилин (по 27 осо-
бей в каждой) и в течение 72 ч содержались в 9 ак-
вариумах объемом 4 л по 9 особей каждой группы.
Контрольных животных содержали в чистой ак-
вариумной воде, экспериментальные группы на-

ходились в воде с добавлением 2 мг/л п-хлорфе-
нилаланина или 0.5 мг/л паргилина. Воду и пре-
параты меняли 1 раз в сутки. Дозы препаратов
подобраны в предварительных экспериментах.
Для уменьшения стресса, связанного с отловом,
рыб за 20 мин до забоя помещали в пластиковые
емкости объемом 0.5 л, содержащие растворы со-
ответствующих препаратов. Эвтаназию проводи-
ли, помещая рыб в холодную воду (+2°С), выде-
ляли головной мозг, замораживали его в жидком
азоте и хранили при –80°С до проведения моле-
кулярно-биохимических исследований. Образцы
мозга (27 от каждой группы) разделяли произ-
вольным образом на три партии по 9 образцов в
каждой для определения уровня 5-HT, экспрес-
сии гена рtpn5 и активности STEP.

Определение уровня 5-HT. Головной мозг одной
особи гомогенизировали в 150 мкл 0.6 М HClO4
и центрифугировали в течение 20 мин при
12700 об./мин (+4°С). Полученный супернатант
использовали для определения уровня 5-HT с по-
мощью жидкостного хроматографа (“Shimadzu
Corporation”, США) с электрохимическим детек-
тором DECADE II™ (“Antec”, Нидерланды) со-
гласно [21], a осадок использовали для определения
концентрации общего белка в пробе по Брэдфорду
(“BioRad”, США) согласно протоколу производи-
теля. Концентрацию 5-НТ в пробе определяли по
площади пика с помощью программы LabSolution
LG/GC (“Shimadzu Corporation”) и нормировали
по калибровочной кривой, полученной с использо-
ванием стандартов 1, 2 и 3 нг для 5-HT [21]. Содер-
жание 5-HT выражали в нг/мг белка.

Выделение РНК и проведение ОТ-ПЦР. Мозг
рыбы гомогенизировали в 300 мкл Trizol Reagent
(“Ambion, Life Technologies”, США), суммарную
РНК выделяли согласно протоколу производителя.
Следы геномной ДНК удаляли, используя ДНКазу,
свободную от РНКазы (“Promega”, США). кДНК
синтезировали с помощью набора R01-250 (“Био-
лабмикс”, Россия) согласно протоколу произво-
дителя. Концентрацию мРНК искомых генов
определяли методом количественной ОТ-ПЦР с
помощью наборов R-402 (“Синтол”, Россия) и
специфически подобранных праймеров (табл. 1),
согласно следующему протоколу: 95°C, 4 мин, за-
тем 40 циклов 95°C, 15 с; 57°C, 30 с; 72°C, 20 с.
Уровень экспрессии оценивали с использовани-

Таблица 1. Характеристика праймеров, использованных в количественной ОТ ПЦР в реальном времени

Ген Праймер Тпл Длина ампликона, п.н. Эффективность

ptpn5
F 5′-ATGTGTCTCTGACGTTGGACAT-3′

57 116 1.747 ± 0.036
R 5′-CAGCAGGTTGGATGCGTTCT-3′

polr2e
F 5′-GTGACGCAGGATGAATTGGA-3′

57 105 1.946 ± 0.063
R 5′-CACCAGGACTGTCAGGTCATTT-3′
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ем калибровочной кривой, построенной по ге-
номной ДНК известной концентрации [22], вы-
деленной из мышц хвоста D. rerio, и нормировали
на 100 копий гена домашнего хозяйства polr2e.

Определение общей фосфатазной активности и
STEP в головном мозге D. rerio. Выделенный мозг
гомогенизировали в 150 мкл 50 мМ MES (2-(N-
морфолино)-этансульфоновая кислота) буфере
pH 7.0 и центрифугировали в течение 20 мин при
12700 об./мин (+4°С). Общее количество белка в
супернатанте определяли по методу Брэдфорда
(“BioRad”) согласно протоколу производителя.
Реакцию дефосфорилирования п-нитрофенилфос-
фата с образованием окрашенного 4-нитрофенола
проводили в аналитическом планшете Costar при
25°С на спектрофотометре Multiscan GO (“Ther-
moFisher”) и длине волны 405 нм. Реакционная
смесь для определения общей фосфатазной ак-
тивности состояла из супернатанта, разведенного
в 50 мМ MES-буфере pH 7.0 до концентрации
белка 0.5–1.5 мкг/мкл, и раствора п-нитрофенил-
фосфата в MES. Активность STEP вычисляли с
использованием разработанной нами методики
[20], основанной на упомянутой ферментативной
реакции и регулируемой с помощью селективно-
го ингибитора белка STEP – вещества ТС-2153
(НИОХ СО РАН, Россия). В качестве стандартов
для построения калибровочной кривой использо-
вали растворы 4-нитрофенола известной концен-
трации. Активность выражали в нмолях 4-нитро-
фенола на миллиграмм общего белка в минуту
(нмоль/мг/мин) [20].

Статистика. Результаты представляли как
среднее ± ошибка среднего и анализировали с по-
мощью однофакторного метода ANOVA. Сравне-

ние post hoc проводили по Фишеру. Уровень зна-
чимости принят равным 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние п-хлорфенилаланина и паргилина

на уровень 5-HT в головном мозге рыб D. rerio
Нами выявлены значимые эффекты препара-

тов на уровень 5-HT (F2,24 = 252.5, p < 0.001) в моз-
ге D. rerio. Выдерживание D. rerio в течение 72 ч в во-
де, содержащей 2 мг/л ингибитора ТПГ2 (п-хлор-
фенилаланина) значительно снизило уровень 5-HT
в мозге (до 26% от значений в контроле, p = 0.034).
Тогда как содержание в течение 72 ч в воде с 0.5 мг/л
ингибитора МАО (паргилина) значительно повы-
сило уровень 5-НТ (696% по сравнению с контро-
лем, p < 0.001) (рис. 1). Таким образом, выбран-
ные нами концентрации препаратов и способ об-
работки животных существенно изменяют уровень
5-HT в мозге D. rerio.

Влияние п-хлорфенилаланина и паргилина
на уровень мРНК гена ptpn5 в головном мозге D. rerio

Содержание рыб в течение 72 ч в воде с 2 мг/л
п-хлорфенилаланина или 0.5 мг/л паргилина не
привело к изменению уровня мРНК гена ptpn5 в
мозге по сравнению с контролем (F2,24 < 1) (рис. 2).

Влияние п-хлорфенилаланина и паргилина
на общую активность фосфатаз и отдельно STEP

в головном мозге D. rerio
Выявлено значимое влияние обоих препаратов

на общую активность всех фосфатаз (F2,24 = 12.6, p <
< 0.001) и на активность STEP (F2,24 = 4.72, p < 0.05)

Рис. 1. Уровень 5-HT (нг/мг белка) в головном мозге
D. rerio после выдерживания в течение 72 ч в воде
(контроль) и растворах 2 мг/л п-хлорфенилаланина
или 0.5 мг/л паргилина. *p < 0.05, ***p < 0.001 по срав-
нению с контролем.
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в мозге рыб. Содержание рыб в течение 72 ч в воде
как с 2 мг/л п-хлорфенилаланина, так и с 0.5 мг/л
паргилина, приводило к снижению общей ак-
тивности фосфатаз на 17% (п-хлорфенилаланин,
p < 0.01) и на 26% (паргилин, p < 0.001)) (рис. 3а),
а также активности STEP – на 15% (п-хлорфенил-
аланин, p < 0.01) и на 13.5% (паргилин, p < 0.05))
(рис. 3б) в мозге рыб по сравнению с контролем.
Показаны высокие коэффициенты корреляции
между общей активностью всех фосфатаз и ак-
тивностью STEP (r = 0.86, n = 27, p < 0.01). В то
же время, активность STEP не коррелировала с
уровнем мРНК гена ptpn5 в головном мозге рыб
(r = 0.02, n = 27, p > 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами изучено влияние п-хлорфенилаланина и
паргилина на активность белка STEP и экспрес-
сию гена ptpn5 в головном мозге D. rerio. Эти пре-
параты применяют для снижения и повышения
уровня 5-HT в мозге. В предварительных экспе-
риментах мы подобрали оптимальные дозы препа-
ратов и показали, что у рыб, которые в течение 72 ч
находились в воде, содержащей 2 мг/л п-хлор-
фенилаланина или 0.5 мг/л паргилина, уровень
5-HT снизился в 4 раза или повысился в 6 раз, со-
ответственно, по сравнению с нормой.

Впервые показано, что длительное введение
как п-хлорфенилаланина, так и паргилина снизи-
ло общую фосфатазную активность и активность
STEP в целом мозге D. rerio. Учитывая значитель-
ные изменения в уровне 5-HT, вызванные введе-
нием этих препаратов, можно предполагать, что

снижение активности STEP ассоциировано имен-
но со снижением и увеличением уровня 5-HT.
Важно отметить, что при этом не выявлено измене-
ний в уровне мРНК гена ptpn5. Следовательно,
можно предположить, что длительное воздействие
п-хлорфенилаланина и паргилина влияет на пост-
трансляционные механизмы регуляции активно-
сти STEP в мозге рыб.

Описано несколько пострансляционных меха-
низмов, способных снижать активность белка
STEP: это фосфорилирование, убиквитинирова-
ние, димеризация молекул фермента [3]. Наибо-
лее хорошо изучено обратимое фосфорилирова-
ние – эффективный и быстрый механизм пост-
трансляционной регуляции активности фермента.
Показано, что фосфорилирование сАМР-зависи-
мой протеинкиназой А снижает активность STEP
[23]. Известно, что 5-HT способен увеличивать
уровень сАМР через свои Gs-связанные рецепто-
ры – 5-HT4, 5-HT6 и 5-HT7, и снижать его через
Gi-связанные рецепторы – 5-HT1A–5-HT1F [24,
25]. Обнаружена высокая гомология системы 5-HT
мышей и рыб D. rerio [26, 27]. Все это позволяет
предположить, что ингибирование STEP, наблю-
даемое при избытке 5-HT в мозге, вызвано, ско-
рее всего, активацией рецепторов 5-HT4, 5-HT6 и
5-HT7 (рис. 4). Тогда как ингибирование STEP
при недостатке 5-HT обусловлено, возможно,
дисбалансом различных типов рецепторов 5-НТ в
мозге или действием компенсаторных механизмов,
вызванных резким снижением медиатора. Однако
тот факт, что и избыток, и недостаток 5-HT суще-
ственно влияют на активность STEP, свидетель-
ствует о ключевой роли 5-HT-системы в пост-

Рис. 3. Фосфатазная активность общая (a) и STEP-специфичная (б) в головном мозге D. rerio после 72 ч в воде (кон-
троль) и растворах 2 мг/л п-хлорфенилаланина или 0.5 мг/л паргилина. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 по сравнению
с контролем.

Контроль n-хлорфенилаланин Паргилин

3.0 а

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

О
бщ

ая
 ф

ос
ф

ат
аз

на
я 

ак
ти

вн
ос

ть
,

нм
ол

ь/
(м

г 
⋅ м

ин
) **

***

1.0 б

0.5

0

Ф
ос

ф
ат

аз
на

я 
ак

ти
вн

ос
ть

 S
T

E
P,

нм
ол

ь/
(м

г 
⋅ м

ин
)

** *



664

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 4  2021

КУЛИКОВА и др.

трансляционной регуляции активности STEP в
мозге D. rerio.

Недавно мы показали, что трехкратное введе-
ние п-хлорфенилаланина и паргилина снижает
экспрессию гена рtpn5 в стриатуме мышей, но не
влияет на экспрессию этого гена в коре и гиппо-
кампе, а также на активность STEP в стриатуме,
гиппокампе и коре [20]. В настоящей работе с ис-
пользованием в качестве модели D. rerio нами
впервые выявлено участие 5-HT в регуляции ак-
тивности STEP. Однако следует подчеркнуть, что
в экспериментах на рыбах, где п-хлорфенилала-
нин и паргилин добавляют непосредственно в во-
ду, изменения уровня 5-HT в мозге были более
выраженными, чем при внутрибрюшинном вве-
дении этих препаратов мышам. Можно предпо-
ложить, что значительное снижение и увеличение
уровней 5-HT позволило увидеть изменения в ак-
тивности STEP в мозге рыб, тогда как отсутствие
изменений в экспрессии гена ptpn5 у D. rerio мо-
жет быть связано с использованием целого мозга,
а не его отдельных структур.

В последние годы для изучения процессов,
происходящих в организме, а также механизмов
действия фармакологических препаратов все бо-
лее активно используют лабораторных рыб. Се-
ротониновая система участвует в регуляции де-
прессивно-подобного и тревожного поведения.
Ингибитор МАО паргилин является классиче-
ским антидепрессантом, который снижает про-
явление депрессивно-подобного поведения у
грызунов [28]. Ингибиторы МАО оказывают анк-
сиолитический эффект на D. rerio [29], тогда как

влияние п-хлорфенилаланина на тревожно-по-
добное поведение D. rerio зависит от используе-
мого теста [30]. Поскольку мы обнаружили изме-
нения в активности белка STEP как при увеличе-
нии, так и при снижении уровня 5-НТ в мозге,
можно предположить, что у рыб 5-НТ влияет на
активность белка STEP и участвует в регуляции
поведения.

Таким образом, результаты нашей работы ука-
зывают на существование взаимосвязи между се-
ротониновой системой и белком STEP в мозге
рыб, что подтверждает данные, полученные ранее
на грызунах [8–10, 20].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе впервые установлено, что п-хлорфе-

нилаланин и паргилин снижают активность STEP в
головном мозге D. rerio. В то же время ни п-хлорфе-
нилаланин. ни паргилин не влияли на экспрессию
гена рtpn5, кодирующего белок STEP, в исследо-
ванной модели. Показано, что D. rerio можно ис-
пользовать в качестве модели для изучения связи
белка STEP с серотониновой системой.
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DECREASE OF STRIATAL-ENRICHED PROTEIN TYROSINE PHOSPHATASE 
(STEP) ACTIVITY IN THE BRAIN OF ZEBRAFISH Danio rerio TREATED

WITH p-CHLOROPHENYLALANINE AND PARGYLINE
E. A. Kulikova1, *, D. V. Fursenko1, E. Yu. Bazhenova1, and A. V. Kulikov1

1Federal research center Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: lisa_kulikova@ngs.ru, kulikova@bionet.nsc.ru

Zebrafish Danio rerio is a widespread model for the study of basic neurobiological mechanisms. A selective
inhibitor of striatal-enriched protein tyrosine phosphatase (STEP) reduces serotonin metabolism in the brain
of D. rerio. Both STEP and serotonin are involved in various neurodegenerative pathologies of behavior. The
reduction or elevation of serotonin levels in the brain of mice caused by the administration of p-chlorophe-
nylalanine or pargyline, respectively, significantly decrease the mRNA level of the Ptpn5 gene encoding STEP
in the striatum. However, the question of how fundamental this interaction is and whether it takes place in
other organisms remained unknown. Here, we investigated the effect of inhibitors of synthesis (p-chlorophe-
nylalanine) and destruction (pargyline) of serotonin on the expression of the ptpn5 gene and STEP activity in
the brain of zebrafish D. rerio. Animals were exposed for 72 hours to water (control) or to solution of 2 mg/L
of p-chlorophenylalanine or 0.5 mg/L of pargyline. Exposure to p-сhlorophenylalanine reduced the levels of
serotonin in the fish brain fourfold, whereas pargyline increased the level of this neurotransmitter sixfold.
Therefore, both p-chlorophenylalanine and pargyline reduce STEP activity in the brain of D. rerio. Thereby,
the interaction between STEP and the serotonin system is observed in both mammals and zebrafish.

Keywords: zebrafish, Danio rerio, striatal-enriched protein tyrosine phosphatase, STEP, ptpn5, gene expres-
sion, serotonin, brain, p-chlorophenylalanine, pargyline
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