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Болезнь Паркинсона (БП) - это комплексное деструктивное 
нейродегенеративное заболевание, которое ежегодно диагностируется 
у 1% населения земного шара в возрасте старше 65 лет. Невропато­
логия БП характеризуется прогрессирующим ухудшением контроля и 
регуляции двигательных функций, клинически проявляющихся в виде 
выраженных моторных флюктуаций, таких как тремор рук и ног в 
состоянии покоя, мышечная скованность (ригидность), дискинезия или 
замедленность движений (брадикинезия, акинезия), неустойчивость 
положений тела и нарушение равновесия. Двигательные нарушения 
возникают вследствие избирательной гибели нейромеланин-содержащих 
дофаминергических нейронов, находящихся в области черной субстан­
ции среднего мозга (substantia nigra pars compact а), и ограничения 
дофаминергической нейротрансмиссии в полосатом теле (corpus stria­
tum), где находятся окончания дофаминергических нейронов [6]. В 
оставшихся поврежденных клетках обнаруживаются протеиновые вклю­
чения, состоящие из скоплений фибриллярного белка а-синуклеина, 
названные тельцами Леви, которые являются гистопатологическим 
маркером БП [27].

Установлено, что подавление активности комплекса I (НАД-Н2 - 
дегидрогеназа-убихинон-оксиодоредуктаза) в митохондриальной дыха­
тельной цепи может стать причиной дегенерации дофаминергических 
нейронов и тем самым способствовать развитию патологии БП [14, 
22]. Исходя из этого, подавление активности комплекса I специфичес­
кими ингибиторами стало одним из подходов для создания эксперимен­
тальных моделей и изучения механизмов возникновения и развития 
БП.

Несмотря на весьма внушительное число проводимых в мире 
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исследований, истинные этиологические причины развития БП остаются 
неясными. Данные экологических наблюдений указывают на то, что 
токсины окружающей среды, особенно пестициды и гербициды, широко 
используемые в сельском хозяйстве, провоцируют симптомы паркин­
сонизма у людей и животных с генетической предрасположенностью 
к БП [30]. Ротенон (СИНИО6), один из липофильных пестицидов из 
семейства изофлавоноидов, известен как специфический ингибитор 
переноса электронов в комплексе I дыхательной цепи митохондрий 
[7]. Учитывая это, ротенон стали применять при моделировании экспе­
риментального паркинсонизма у лабораторных животных, используя 
их для изучения биохимических, морфологических и нейрофизиоло­
гических аспектов развития данной патологии. Систематическое 
введение ротенона и подавление им активности митохондриального 
комплекса I вызывает избирательную дегенерацию дофаминергических 
нейронов нигростриатума и последующее ограничение дофаминер­
гической нейротрансмиссии в головном мозге. У лабораторных крыс 
линии Lewis ротенон вызывает мышечную ригидность и гипокинезию 
[1,2, 24]. В оставшихся поврежденных ротеноном клетках были обнару­
жены а-синуклеиновые цитоплазматические включения [2].

Несмотря на определенное мнение о том, что основные симптомы 
БП развиваются вследствие дегенерации дофаминергических нервных 
клеток среднего мозга, часть ученых полагает, что некоторые отделы 
ЦНС, а также периферическая и автономная вегетативная нервная 
система активно вовлекаются в процесс патогенеза БП [4, 32]. Особенно 
возрастает интерес к изучению роли спинного мозга (СМ) как важней­
шей составляющей двигательной системы. Соединяя верхние отделы 
ЦНС с органами чувств и мышцами восходящими и нисходящими нерв­
ными волокнами, являясь местом локализации многочисленных нервных 
и мышечных центров, СМ выполняет важную функцию проводника 
возбуждения, рефлекторной деятельности и рефлекторного тонуса 
мышц. Последние в свою очередь обусловливают координацию мышеч­
ных сокращений при ходьбе, движении конечностей и сохранении поло­
жения тела.

Изучению СМ способствуют данные лабораторных исследований, 
указывающие на повреждение нейронов и присутствие в них телец 
Леви, содержащих а-синуклеин в СМ людей, страдавших БП (post 
mortem), и А53Т мутантных мышей, экспрессирующих мутантный ген 
а-синуклеина [3, 11, 31]. При экспериментальном паркинсонизме у 
линейных мышей и крыс, вызванном действием нейротоксина 1-метил- 
4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина (МФТП) и ротенона, также наблю­
далось существенное повреждение нейронов СМ [5, 18, 19].

Исходя из вышеизложенного, мы задались целью изучить влияние 
ротенона на состояние нейрональных клеток шейного и поясничного 
отделов СМ при экспериментальном паркинсонизме у крыс линии Lewis.
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Материал и методы

В работе использованы зрелые крысы линии Lewis (масса 425г). 
Растворенный в диметилсульфоксиде (ДМСО, 1:1) и полиэтиленгликоле 
(ПЭГ-300) ротенон (Sigma) вводили в концентрации 2,5 мг/кг массы 
животных один раз в день по соответствующей схеме (25 мг/кг в тече­
ние 21 дня, подкожно). Контрольной группе животных вводили ДМСО 
и ПЭГ (1:1). Животных ежедневно взвешивали и наблюдали за их 
физиологической активностью. Крыс декапитировали, предварительно 
введя кетамин (80 мг/кг). СМ отделяли на льду, погружали в заморажи- 

• вающую среду Histo Prep (Fisher Scientific) и хранили при температуре 
-70° С. Для опытов препараты оттаивали до 18 °C и на криостате Leica 
СМ 1850 получали срезы толщиной 5 мкм. Срезы фиксировали в 95% 
этаноле (10 мин), ополаскивали (3-5 мин) в фосфатном буфере (137 
mM NaCl, 2.7 тМ КС1, 11.9 тМ фосфатов, pH 7.4), затем сохраняли 
при 4 °C, используя в опытах в течение недели.

Метод двойного иммунофлуоресцентного окрашивания in situ

Для оценки состояния нейронов применяли метод двойного имму­
нофлуоресцентного окрашивания с использованием соответствующих 
моноклональных антител к фенотипическим маркерам: NeuN (anti­
neuronal nuclei) использовали для маркировки нейрональных ядер и 
нейронов; ChAT (anti-choline acetyltransferase) - для маркировки 
двигательных нейронов (мотонейронов). Двойное окрашивание прово­
дили в сочетании с TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase recombi­
nant (TdT)-mediated dUTP nick-end labeling) - специфическим маркером 
фрагментации ДНК и гибели клеток по ранее описанному методу [19]. 
Иммунореактивность (ИМР) проявляли нанесением IgG антител в 
конъюгации с флуоресцин изотиоцианатом (FITC) или Texas Red. Далее 
пробы исследовали с помощью флуоресцентного микроскопа Olympus 
ВН-2 с интегрированной фотокамерой DAGE-MTI, при увеличении в 
200 раз и разрешении 1280x1024 pixel. Микрофотографии сохраняли, 
затем данные обрабатывали с использованием компьютерных программ 
Fire Image Pro Plus, NIH image 1.6 и Adobe Photoshop.

Идентификация поврежденных клеток методом TUNEL 
иммунофлуоресценции

Участки локализации нейронов во всех изучаемых срезах СМ 
определяли по характерным флуоресцентным сигналам NeuN+-HMP 
при 4, затем 20, 40 и 200-кратном увеличении. Параллельно те же 
срезы исследовали на TUNEL+-HMP, наличие которой указывало на 
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фрагментацию ДНК и повреждение клеток. Затем методом компьютер­
ного наложения изображений были получены комбинированные 
микрофотографии, которые сохраняли для дальнейшего анализа. На 
этих микрофотографиях поврежденные клетки распознавали ™ специ­
фическим участкам колокализации NeuN+- или ChAT -ИМР с TUNEL+- 
ИМР, которые под флуоресцентным микроскопом в данном случае 
высвечивались желтым цветом.

Результаты и обсуждение

Для оценки состояния нейрональных клеток СМ нами были изу­
чены срезы, полученные из шейного и грудного отделов СМ экспери­
ментальных животных, которым вводили ротенон в течение 21 дня. 
Эти данные сравнивали с результатами, полученными у контрольных 
животных. Используя флуоресцентный микроскоп и основываясь на 
данных иммунофлуоресцентных сигналов, поступающих от фенотопи­
ческих иммуномаркеров NeuN и ChAT, маркирующих ядра нейронов и 
мотонейроны соответственно, были детально изучены и сфотографиро­
ваны различного типа клетки в срезах шейного и поясничного отделов 
СМ.

При микроскопическом исследовании срезов СМ контрольных и 
экспериментальных животных в обеих группах было замечено мно­
жество ядер нейрональных клеток, обладающих NeuN+-HMP. Так, по 
морфологическому признаку были идентифицированы относительно 
маленькие ядра сенсорных нейронов в дорзаЛьном роге и более крупные 
ядра мотонейронов в вентральном роге срезов шейного и поясничного 
отделов СМ (рис. 1, А). Дальнейшее исследование показало, что в срезах 
контрольной группы животных сигналы TUNEL+-HMP отсутствуют. 
Соответственно в комбинированных снимках участки колокализации 
NeuN+-HMP и TUNEL+-HMP не были обнаружены ни в одном из иссле­
дуемых срезов (рис.1, А, контроль). В то же время микроскопическое 
исследование срезов СМ экспериментальных животных, которым вво­
дили ротенон, показало наличие значительного количества повреж­
денных клеток. Судя по распределению TUNEL+-HMP, в срезах шейного 
и поясничного отделов СМ были повреждены клетки как дорсального, 
так и вентрального рогов. На комбинированных снимках были видны 
выраженные участки колокализации нейронального маркера NeuN с 
маркером гибели клеток TUNEL (рис.1, А, ротенон). На рис. 1, Б 
представлены соответствующие гистограммы, отражающие значения 
интенсивности флуоресценции иммунореактивности (MFI) в обеих 
группах животных. Согласно этим показателям, интенсивность TUNEL+- 
ИМР в дорсальном роге повышалась у экспериментальных животных 
по сравнению с контрольными на 90 и 87% (р<0.05, п£4), а в вент­
ральном роге на 97 и 89% (р<0.05, п>4) в шейном и поясничном
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А Дорсальный рог Вентральный рог

Б Дорсальный рог Вентральный рог

Рис. 1. Влияние ротенона на нейроны шейного и поясничного отделов спинного 
мозга: А - микрофотографии двойного иммунофлуоресцентного окрашивания 
срезов спинного мозга с использованием NeuN, маркера нейронов и их ядер в 
сочетании с TUNEL, маркером фрагментации ДНК и гибели клеток; Х200.
Б - гистограммы значений интенсивности флуоресценции иммунореактивности 
(TUNELMFI); р<0.05, nl>4

отделах СМ соответственно. Полученные данные показали, что ротенон 
оказывает токсическое действие на нейроны как шейного, так и пояс­
ничного отделов СМ. В результате хронического токсического воз­
действия ротенона в течение 21 дня подавляющее большинство (около 
90%) нейронов изученных отделов СМ подверглись необратимым 
дегенеративным изменениям. Следует заметить, что TUNEL метод, давая 
возможность обнаружить поврежденные клетки в различных структурах 
органов и тканей, не позволяет классифицировать эти клетки на некро­
тические и/или апоптотические.

Далее, для идентификации мотонейронов, а также степени их 
повреждения, был использован иммуномаркер холинацетилтрансферазы 
ChAT в комбинации с TUNEL (рис. 2). При микроскопическом исследо­
вании вентрального рога срезов шейного и поясничного отделов конт­
рольных животных были видны целостные неповрежденные мотоней­
роны. Сигналы TUNEL+-HMP, а также участки колокализации ChAT+- 
ИМР и TUNEL+-HMP в этих срезах практически не были обнаружены
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Рис. 2. Влияние ротенона на мотонейроны шейного и поясничного отделов 
спинного мозга. Слева - микрофотографии двойного иммунофлуоресцентного 
окрашивания срезов спинного мозга с использованием ChAT, маркера 
мотонейронов в сочетании с TUNEL, маркером фрагментации ДНК и гибели 
клеток; Х200. Справа - гистограммы значений интенсивности флуоресценции 
иммунореактивности (TUNEL MFI); р<0.05, п£4

(рис.2, А,В,С и G.H.I). Однако в срезах экспериментальных животных 
были замечены многочисленные участки колокализации СЬАТ*-ИМР 
и TUNEL*-ИМР, что указывало на наличие поврежденных мотонейронов 
в СМ животных, которым вводили ротенон (рис.2, D,E,F и J,K,L). 
Согласно распределению TUNEL*-I4MP, были повреждены мотонейроны 
как в срезах шейного, так и поясничного отделов СМ. На рис. 2, 
справа, представлены соответствующие гистограммы, отражающие 
значения MFI в обеих группах животных. Согласно этим показателям 
интенсивность TUNEL*-HMP в шейном и поясничном отделах СМ 
повышалась у экспериментальных животных по сравнению с контроль­
ными на 92 и 96% (р<0.05, п^4) соответственно. Эти данные демонст­
рируют высокую степень чувствительности мотонейронов вентрального 
рога к токсическому влиянию ротенона.

Таким образом, было показано, что ротенон, провоцирующий 
развитие идиопатической формы паркинсонизма, вызывает дегенерацию 
нейронов СМ при экспериментальном паркинсонизме. Важно отметить, 
что использованная здесь кумулятивная доза ротенона (25 мг/кг) соот­
ветствует той допустимой концентрации, которая, ингибируя актив­
ность комплекса I мозга в целом, специфически воздействует именно 
на дофаминергические нейроны головного мозга. В этой же серии опы­
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тов наблюдалось умеренное (30-40%) снижение ИМР фенотипического 
маркерного фермента этих нейронов - тирозингидроксилазы в черной 
субстанции и полосатом теле мозга [19]. Наряду с этим, потеря массы 
и остановка роста у экспериментальных животных указывает на нару­
шение метаболизма в целом. Однако отклонений в двигательных функ­
циях не наблюдалось, что позволяет рассматривать экспериментальных 
животных в состоянии пресимптоматической фазы развития паркин­
сонизма. Между тем, длительное введение ротенона крысам линии Lewis 
[2] вызывало характерные для БП двигательные расстройства, такие 
как гипокинезия, неустойчивое положение тела, ригидность и тремор. 
При этом применение агониста дофамина - апоморфина, восстанавли­
вало двигательные функции экспериментальных животных. Следует 
учесть, что используемая нами концентрация ротенона составляет всего 
27% дозы, используемой в составе микросфер [10], которая также 
вызывает характерные для БП симптомы. Кратковременное же введение 
ротенона в высоких дозах провоцирует системный сердечно-сосудистый 
токсикоз и неспецифические повреждения в мозге [8].

Механизм нейротоксичного влияния ротенона в СМ можно 
объяснить тем, что, будучи липофильным соединением и обладая хоро­
шей мембранной проницаемостью, это вещество проникает в СМ так 
же быстро, как и в головной мозг [2]. Ротенон аккумулируется в 
митохондриях мозга, где, нарушая перенос электронов в митохонд­
риальной дыхательной цепи и ингибируя активность комплекса I, 
вызывает накопление свободных радикалов в клетках [2, 7, 29]. Вслед 
за этим развивается митохондриальная дисфункция и наступает сос­
тояние окислительного стресса [23, 28], изменение внутриклеточного 
баланса Са2+ [26], уменьшение образования АТФ [9], нарушение про­
цесса свертывания белков [15] и деполимеризация микротрубочек [16], 
которые впоследствии могут стать причиной серьезных повреждений 
нервных клеток и тканей, проявляющихся в форме апоптоза и/или 
некроза [13].

Обращает на себя внимание то, что, оказывая избирательно губи­
тельное воздействие на нервные клетки головного и СМ, ротенон не 
нарушает целостности белого вещества СМ [19]. Между тем, введение 
ротенона вызывает существенную активацию глиальных клеток, как 
астроцитов, так и олигодендриоцитов [19], что, в свою очередь, указы­
вает на возможное сопутствующее развитие воспалительного процесса 
при экспериментальном паркинсонизме.

Несмотря на немногочисленность, лабораторные и клинические 
исследования весьма убедительно указывают на важную роль СМ в 
патогенезе БП. Так, при экспериментальном паркинсонизме у мышей, 
вызванном классическим нейротоксином МФТП, наряду с избиратель­
ной гибелью дофаминергических нейронов головного мозга, наблюда­
лась выраженная дегенерация нейронов СМ [5, 18]. Обнаруженные в 
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СМ тельца Леви, характерные для БП гистологические маркеры, 
оказались идентичными таковым, обнаруженным в черной субстанции 
головного мозга [12, 20, 25]. Согласно результатам клинических иссле­
дований, формирование болевого синдрома при БП может быть связано 
с дегенеративными изменениями норадренергических и серотонинер­
гических нейронов поясничного отдела СМ, ответственных за 
модуляцию боли и движений [17, 21].

В ходе микроскопических иследований срезов шейного и грудного 
отделов СМ поврежденные клетки обнаруживались как в дорсальном 
(90 и 87%), так и вентральном роге(97 и 89%), включая сенсорные, 
релейные, вставочные и двигательные нейроны. Использование им­
муномаркера холинацетилтрансферазы выявило значительное повреж­
дение мотонейронов как в шейном (92%), так и поясничном (96%) 
отделах СМ. В целом эти показатели указывают на высокую степень 
чувствительности нервных клеток СМ к губительному воздействию 
токсинов, вызывающих паркинсонизм.

Возможное вовлечение СМ в процесс патогенеза БП обусловлено 
его функциональной деятельностью. Проведение возбуждения от пери­
ферических к центральным отделам нервной системы и его рефлекторная 
деятельность являются основными функциями СМ. Анатомически в 
составе СМ проходят множественные восходящие чувствительные и 
нисходящие двигательные волокна, формирующие нервные тракты. 
Кортикоспинальный, а также руброспинальный и ретикулоспинальный 
тракты выполняют важную роль в организации и интеграции движений. 
Волокна в составе этих трактов проходят через двигательную кору, 
красное ядро и ядра ретикулярной формации и, в конечном счете, 
достигают вставочных нейронов и мотонейронов передних рогов СМ. 
Сложная координированная работа этих звеньев обусловливает 
нормальную физиологическую активность организма в целом.

Итак, СМ является местом организации общего конечного пути, 
где происходит интеграция рефлексов и замыкание рефлекторной дуги, 
что обеспечивает целостность двигательной функции организма. Сле­
дует ожидать, что специфическое повреждение структур СМ, включая 
нейроны и особенно мотонейроны, вызванное токсином окружающей 
среды ротеноном, может вызвать расстройства двигательных функций, 
а также спровоцировать развитие паркинсонизма или некоторых его 
форм, в частности БП.

Поступила 15.02.10
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Ռոտենոնի ազդեցությունը ողնուղեղի նյարդային բջիջների վրա 
փորձարարական պարկինսոնիզմի ժամանակ Lewis գծային 

առնետների մոտ

Վ. Հ. Քնարյան

Ռոտենոնը հանդիսանում է միտոքոնդրիումների շնչառական շղթա­
յի (կոմպլեքս I) դասական ինհիբիտոր, որն արգելակում է օքսիդատիվ 
ֆոսֆորիլացման համակարգի աշխատանքը և առաջացնում միտոքոնդ- 
րիումների ֆունկցիայի խանգարում: Ելնելով ռոտենոնի այս հատկու­
թյունից, այն օգտագործում են կենդանիների մոտ փորձարարական պար- 
կինսոնիզմ առաջացնելու և հիվանդության նյարդաքիմիական մեխա­
նիզմները բացահայտելու նպատակով: Տվյալ աշխատանքում ուսում­
նասիրվել է ռոտենոնի ազդեցությունը ողնուղեղի նյարդային բջիջների 
վրա' կիրառելով երկակի իմունաֆլուորեսցենտային նշման մեթոդը: Ցույց 
է տրվել, որ ռոտենոնի ներարկումից հետո վնասվում են ողնուղեղի 
վզային և գոտկային հատվածների նյարդային բջիջները, ինչպես աոա- 
ջային, այնպես էլ հետին եղջյուրների շրջաններում: Վնասված նյար­
դային բջիջների մեծ մասը կազմում են շարժիչ նեյրոնները: Փորձարա­
րական խմբի կենդանիների մոտ աոողջ առնետների համեմատությամբ 
զգալիորեն փոփոխվում են բջիջների վնասվածքի ցուցանիշ' TUNEL* 
իմունառեակտիվության ինտենսիվության արժեքները: Այսպես, TUNEL՜*՜ 
իմունառեակտիվության ինտենսիվության բարձրացումն ողնուղեղի 
վզային հատվածի առաջային և հետին եղջյուրներում կազմում է 90 և 
87%, իսկ գոտկային հատվածում համապատասխանորեն' 92 և 96%:

Ստացված տվյալները ապացուցում են, որ ողնուղեղի նյարդային 
բջիջները և հատկապես շարժիչ նեյրոնները զգայուն են ռոտենոնի 
նկատմամբ: Հաշվի առնելով ողնուղեղի որոշիչ դերը շարժումների 
իրականցման գործընթացում' կարեփ է ենթադրել, որ ողնուղեղի վնասումը 
կարող է նպաստել պարկինսոնիզմի և մասնավորապես Պարկինսոնի 
հիվանդության զարգացմանը:

Effect of rotenone on neuronal cells of the spinal cord at experimental 
parkinsonism in Lewis rats

V.H. Knaryan

The effect of rotenone on neuronal cells of the spinal cord was examined at 
experimental parkinsonism in Lewis rats. Exploring double immunofluorescent la­
beling combined with TUNEL (DNA fragmentation and cell death marker), a large 
number of damaged neurons were revealed in ventral and dorsal horns of cervical 
and lumbar sections of the spinal cord in the experimental group of animals as 
compared to the control. Dying neurons were identified as motoneurons with ChAT 
immunoreactivity. Computational analysis by NIH image 1,6 software program 
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showed that mean fluorescence intensity (MFI) of TUNEL+ immunoreactivity was 
increased by 90 and 87% in dorsal horn neurons, by 97 and 89% - in ventral hom 
neurons, and by 92 and 96% - in ventral motoneurons of cervical and lumbar 
sections of spinal cord respectively.

These data suggest the susceptibility of spinal neurons, and especially, mo­
toneurons to mitochondrial complex I inhibitor and parkinsonian toxin rotenone.

It is supposed that the damaged spinal neurons and motoneurons may con­
tribute to the development of parkinsonism, and particularly provoke Parkinson’s 
disease.
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