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ИЗУЧЕНИЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ αα-СУБЪЕДИНИЦ  
Na/K-ATФазы В СТРУКТУРАХ МОЗГА КРЫС  
В МОДЕЛИ ПАРКИНСОНОПОДОБНОГО  
СИНДРОМА И ПОСЛЕ КОРРЕКЦИИ  
ГОРМОНОМ ТИМУСА
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Резюме. В работе исследуется изучение распределения α-субъединиц Na/K-ATФазы в струк-
турах мозга крыс, активность которых меняется при паркинсоноподобном синдроме. Целью 
работы явился анализ изменения количества различных изоформ α-субъединиц Na/K- АТФа-
зы в модели паркинсоноподобного синдрома и его коррекции гормоном тимуса тимулином. 
Работа выполнена на 42 шестинедельных самцах крыс Wistar. Животные были разделены 
на 3 группы: 2 опытные и 1 контрольная группа. Для моделирования паркинсоноподобно-
го синдрома интраназально вводили раствор 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина 
(MФTП). Через 10 дней после введения МФТП животным одной опытной группы в течение 
5 дней внутрибрюшинно вводили гормон тимуса тимулин. Показано, что наибольший уро-
вень тканеспецифичных изоформ α-субъединицы Na/K-АТФазы наблюдался в гипоталамусе, 
миндалинах и стриатуме, а наименьший – в префронтальной и фронтальной коре головного 
мозга. Установлено, что в условиях MФTП-индуцированной модели болезни Паркинсона на-
блюдается статистически достоверное повышение количества α1-субъединиц Na/K-АТФазы 
в стриатуме, понижение количества α2-субъединиц гиппокампе и повышение количества 
α3-субъединиц в мозжечке по отношению к контролю. Введение гормона тимуса тимулина 
корректирует отклонения уровня α1-, α2- и α3-субъединиц, которые наблюдаются на фоне 
действия нейротоксина.

Ключевые слова: тимус, тимулин, α-субъединица, Na/K-ATФаза, паркинсонизм
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STUDY OF Na/K-ATPhase αα-SUBUNIT DISTRIBUTION IN RAT 
CEREBRAL STRUCTURES IN PARKINSON-LIKE SYNDROME 
MODEL AND AFTER THYMUS HORMONE CORRECTION
Korolev A.G.a, Novoseletskaya А.V.a, Kiseleva N.М.b
a M. Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation 
b Russian National N. Pirogov Research Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Here we examined distribution of Na/K-ATPhase α-subunit in rat cerebral structures, 
which activity changes in Parkinson-like syndrome. The study was aimed at analyzing quantitative 
change in diverse different isoforms of Na/K-ATPhase α-subunit in model of Parkinson-like syndrome 
as well as after refining it by using thymus hormone thymulin. The study was performed on 42 six-
week-old Wistar rats males by dividing animals into 3 groups: 2 experimental and 1 control group. 
To simulate Parkinson-like syndrome, a solution of 1-methyl 4-phenyl-1,2,3,6- tetrahydropyridine 
(MPTP) was administered intranasally. 10 days after MPTP inoculation, thymus hormone thymulin 
was abdominally administered to animals in one experimental group for 5 days. It was demonstrated 
that level of tissue-specific isoforms of Na/K-ATPhase α-subunit was peaked in hypothalamus, 
amygdaloid body and striatum, the minimal level was observed in medial prefrontal and prefrontal 
cortex. It was estimated that in MPTP-stimulated model of Parkinson’s disease, the level of 
Na/ K- ATPhase α1-subunit was significantly higher in striatum, amount of α2-subunits was decreased 
in the hippocampus, whereas the level of α3-subunit was elevated in the cerebellum compared to 
control group. Administration of thymus hormone thymulin corrected changes in level of α1, α2 and 
α3-subunits observed after exposure to neurotoxin.

Keywords: thymus, thymulin, α-subunit, Na/K-ATPhase, parkinsonism 

Введение
Болезнь Паркинсона – это нейродеге-

неративное заболевание, которым страдает 
около 1% населения в возрасте после 55 лет. 
Было показано, что α3-субъединица способ-
на взаимодействовать с альфа-синуклеином, 
однако механизм данного взаимодействия не 
был установлен. Было показано, что в ходе 
развития болезни Паркинсона чувствитель-
ность к кардиотоксическим стероидам повы-
шается [6]. Ранее одно из соединений класса 
кардиотонических стероидов – дигоксин, в 
результате действия которого ингибируется 
активность Na/K-АТФазы, – использовался 
в качестве лекарственного средства при ле-
чении болезни Паркинсона [8]. В литерату-
ре встречаются противоречивые сведения о 
действии кардиотонических стероидов: было 
показано, что в низких концентрациях они 
вызывали адаптивный ответ и улучшали вы-
живаемость допаминергических нейронов [7], 
однако Kurup R.K., Kurup P.A. создали гипо-
таламическую, опосредованную дигоксином 
модель болезни Паркинсона [5].

Таким образом, все вышесказанное позво-
ляет предположить, что при развитии болез-

ни Паркинсона изменяется функционирова-
ние Na/K-АТФазы.

Ранее нами было показано, что на фоне 
введения препарата пептидов тимуса такти-
вина происходит повышение уровня дофами-
на в стриатуме крыс [1]. Поскольку стриатум 
связан с экстрапирамидной системой, то та-
кое повышение дофамина, вероятно, имеет 
отношение к реализации движений животно-
го, что в наших экспериментах отразилось в 
увеличении исследовательской активности.

Целью настоящей работы явился анализ 
изменения количества различных изоформ 
α-субъединицы Na/K-АТФазы в модели пар-
кинсоноподобного синдрома и его коррекции 
гормоном тимуса.

Материалы и методы
Работа выполнена на 42 шестинедельных 

самцах крыс Wistar. Животных содержали 
в стандартных условиях вивария при 12-часо-
вом цикле свет-темнота и свободном доступе 
к пище и воде. Животные были разделены на 
3 группы (по 14 крыс в каждой): опытным 
группам (1 и 2) вводили по 50 мкл раствора 
1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина 
(MФTП) в каждую ноздрю в концентрации 
20 мг/мл для моделирования паркинсонопо-
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добного синдрома. Контрольной группе вво-
дили 50 мкл физиологического раствора в 
каждую ноздрю.

Через 10 дней после введения МФТП жи-
вотным из опытной группы 2 в течение 5 дней 
внутрибрюшинно вводили гормон тимуса ти-
мулин в дозе 0,15 мг/кг.

Через 16 дней крыс декапитировали и 
извлекали некоторые структуры головного 
мозга: обонятельные луковицы, мозжечок, 
зрительную кору, вместе префронтальную и 
фронтальную кору, моторную, премоторную, 
височную кору, гиппокамп, гипоталамус, 
стриатум и миндалины. Выделенные структу-
ры взвешивали, замораживали в жидком азо-
те и впоследствии хранили при -70 °С.

Все действия с тканями проводили на хо-
лоде. Образцы тканей обрабатывали холод-
ным RIPA-буфером (50 мM Трис; 150 мM 
NaCl; 0,1% SDS; 0,5% дезоксихолат натрия; 
1% Тритон X-100; ингибиторы протеаз) из 
расчета 1 мл буфера на 100 мг ткани. Затем 
ткань гомогенизировали и инкубиравали по-
лученные гомогенаты на холоде в течение 
20 минут. После этого образцы центрифуги-
ровали 10 минут при 14000 g. Супернатант от-
бирали и хранили при -70 °С.

α-субъединицы в различных отделах моз-
га крыс детектировали методом Western blot. 
Для этого проводили электрофорез полу-
ченных лизатов в полиакриламидном геле в 
присутствии SDS по методу Лэммли. К кле-
точным лизатам добавляли 4-кратный буфер 
для образцов (0,25 М трис-HCl, 40% сахароза, 
8% SDS, 0,004% бромфеноловый синий, 4% 
β-меркаптоэтанол, pH 6,8) и инкубировали 
15 минут при 37 °С.

Электрофорез проводили в течение 1 часа 
при комнатной температуре в камере для вер-
тикального электрофореза BioRad при посто-
янной силе тока (40 мА на один гель).

Перенос на нитроцеллюлозную мембра-
ну проводили в камере BioRad в течение 1,5 
часов при постоянном напряжении 100 В. 
Мембраны отмывали 3 раза в TBST, инкуби-
ровали со вторичными антителами, конъюги-
рованными с пероксидазой хрена, в течение 
1 часа, промывали 3 раза в TBST и визуализи-
ровали методом усиленной хемилюминесцен-
ции. Хемилюминесценцию регистрировали 
в приборе ChemiDoc XRS+ фирмы BioRad, 
фиксировали накопление сигнала каждые 
2 секунды в течение 2 минут.

Для построения графиков использовали 
значения уровня люминисценции (в услов-
ных единицах) полос α-субъединиц, норми-
рованные на значения уровня люминсценции 

полос GAPDH, использовавшейся в качестве 
контроля нанесения.

Все эксперименты проводили соглас-
но «Принципам надлежащей лабораторной 
практики» (Good Laboratory Practice, GLP), 
ГОСТ 33647-2015) и положениям между-
народной конвенции о «Правилах работы с 
экспериментальными животными» (European 
Communities Council Directives, November 24, 
1986, 86/609/EEC).

Статистическую обработку результатов 
проводили с использованием непараметриче-
ского критерия Вилкоксона в компьютерной 
программе Statistica 8.0.

Результаты
При анализе распределения изоформ 

α-субъединицы Na/K-ATФазы в разных от-
делах мозга крысы в норме (контрольная 
группа) уровень люминесценции, соответ-
ствующий премоторной коре, был принят за 
единицу (так как премоторная кора не под-
вержена дегенеративным процессам, возни-
кающим при развитии болезни Паркинсона), 
все остальные величины рассчитывались от-
носительно нее. Дополнительно нормировали 
на величину сигнала, полученную при изме-
рении α1-субъединицы, так как эта субъеди-
ница присутствует как в нейронах, так и в 
глиальных клетках. Результаты анализа рас-
пределения изоформ α-субъединицы Na/K-
ATФазы в разных отделах мозга представле-
ны на рисунке 1.

Согласно полученным результатам, в гипо-
таламусе, миндалинах и гиппокампе наблю-
дается повышенное содержание уабаин-чув-
ствительной α2-субъединицы по сравнению с 
уабаин-резистентной α1-субъединицей (рис. 
1А). Это может свидетельствовать о том, что 
ткани данных отделов обладают повышен-
ной чувствительностью к эндогенному уабаи-
ну. Префронтальная, фронтальная и височная 
кора содержит больше α1 и более низкое зна-
чение α2, поэтому менее чувствительна к эн-
догенному уабаину. Так как α2-субъединица 
обладает большим сродством к K+ по сравне-
нию с другими субъединицами, можно пред-
положить, что в префронтальной, фронтальной 
и височной коре внутриклеточное содержание 
K+ ниже, чем в гипоталамусе, стриатуме и мин-
далинах.

Также в гипоталамусе, стриатуме и мин-
далинах наблюдается повышенное содер-
жание α3-субъединицы по сравнению с 
α1-субъединицей (рис. 1Б), что может сви-
детельствовать о том, что клетки данных от-
делов по сравнению с остальными обладают 
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другими кинетическими характеристиками и 
сродством к Na+, так как сродство α3- субъе-
диницы к Na+ выше, чем у других изоформ. 
В префронтальной, фронтальной коре и моз-
жечке содержание α1 больше по сравнению 
с содержанием α3, что может свидетельство-
вать о повышенной резистентности данных 
отделов к эндогенному уабаину.

Таким образом, в гипоталамусе, миндалинах 
и стриатуме содержится наибольшее количе-
ство чувствительных к регуляции эндогенным 
уабаином тканеспецифичных α-субъединиц 
Na/K-ATФазы, а в префронтальной и фрон-
тальной коре – наимененьшее.

По результатам анализа распределения 
изоформ α-субъединицы Na/K-ATФазы в 
разных отделах мозга при патологии были 
получены диаграммы, представленные на 
рисунке 2. Исходя из полученных результа-
тов, можно заключить, что у крыс опытной 
группы 1 (МФТП) по сравнению с крысами 
контрольной группы достоверно происхо-
дит снижение содержания α1-субъединицы 
в префронтальной и фронтальной коре и 
повышение в стриатуме (рис. 2А). Также у 
1-й опытной группы крыс наблюдается сни-
жение содержания α2-субъединицы в обо-

нятельных луковицах, моторной коре и гип-
покампе (рис. 2Б). Уровень α3-субъединиц 
увеличивается у крыс опытной группы 1 по 
сравнению с крысами контрольной группы 
в обонятельных луковицах, мозжечке, зри-
тельной, префронтальной, фронтальной коре 
(рис. 2В). Введение тимулина животным по-
сле воздействия нейротоксина МФТП при-
вело к коррекции отклонений уровня α1-, 
α2- и α3-субъединиц, которые были получе-
ны на фоне действия нейротоксина (рис. 2).

По итогам наших исследований можно сде-
лать выводы, что в ходе развития болезни Пар-
кинсона в рамках выбранной модели префрон-
тальная и фронтальная кора, а также мозжечок 
предположительно становятся более чувстви-
тельны к эндогенному уабаину, а стриатум – 
менее чувствительным. Введение тимулина на 
фоне действия нейротоксина приводит к досто-
верному увеличению уровня α1-субъединицы 
в мозжечке и префронтальной и фронтальной 
коре, а также снижению в стриатуме, что пред-
положительно оказывает влияние на чувстви-
тельность к уабаину на фоне гормона тимуса. 
Исходя из того, что α2-субъединица более чув-
ствительна к ионам калия [4], можно сделать 
вывод, что в обонятельных луковицах, мотор-
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Рисунок. 1. Распределение соотношения α-субъединиц в норме в разных отделах мозга крыс 
Примечание. А – распределение соотношения α2/α1 в норме в разных отделах мозга крыс. Б – распределение соотношения  
α3/α1 в норме в разных отделах мозга крыс.
По оси Y – величина сигнала относительно таковой в премоторной коре, принятой за единицу.
Figure 1. Distribution of α-subunits ratio under normal conditions in different rat brain regions 
Note. A, distribution α2/α1 ratio under normal conditions in different rat brain regions. B, distribution of α3/α1 ratio under normal conditions in 
different rat brain regions. 
On the Y-axis signal value relative to that in the premotor cortex, taken as a unit.
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Рисунок 2. Распределение αα-субъединиц Na/K-ATPазы в разных отделах мозга крыс в норме, при патологии 
и после коррекции 
Примечание. А – распределение α1-субъединиц Na/K-ATPазы в разных отделах мозга крыс. Б – распределение α2-субъединиц 
Na/K-ATPазы в разных отделах мозга крыс. В – распределение α3-субъединиц Na/K-ATPазы в разных отделах мозга крыс.
* – относительно контроля, соответствует достоверному различию с p < 0,05; ** – относительно контроля, соответствует 
достоверному различию с p < 0,01; ^ – относительно МФТП + тимулин, соответствует достоверному различию с p < 0,05; 
^^ – относительно МФТП + тимулин, соответствует достоверному различию с p < 0,01; # – относительно группы МФТП, 
соответствует достоверному различию
Figure 2. Distribution of Na/K-ATPase α-subunits in different rat brain regions under normal conditions, in pathology and after 
correction
Note. A, distribution of Na/K-ATPase α1-subunits in different rat brain regions. B, Distribution of Na/K-ATPase α2-subunits in different rat brain 
regions. C, distribution of Na/K-ATPase α3-subunits in different rat brain regions.
*, in relation to control, corresponds to a significant difference with p < 0.05; **, in relation to control, corresponds to a significant difference with 
p < 0.01; ^, in relation to MPTP + thymulin, corresponds to a significant difference with p < 0.05,
^^, in relation to MPTP + thymulin, corresponds to a significant difference with p < 0.01; #,  in relation to MPTP group, corresponds to a significant 
difference with p < 0.05.

A (A)

В (С)

Б (В)

ной коре и гиппокампе, где ее концентрация 
уменьшается, уровень внутриклеточного калия 
предположительно увеличивается. α3- субъ-
единица значительно более чувствительна к 
ионам натрия [3] и ответственна за восстанов-
ление потенциала после возбуждения [2], по-
этому ее увеличение в обонятельных лукови-

цах, мозжечке, зрительной, префронтальной и 
фронтальной коре приведет к более быстрому 
восстановлению концентрации ионов натрия 
в нейронах данных тканей после возбуждения. 
Так как получен достоверный корректирую-
щий эффект на уровень α2- и α3-субъединиц 
на фоне гормона тимуса, можно предположить, 
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что тимулин оказывает влияние на ионы на-
трия и калия в структурах мозга в модели пар-
кинсоноподобного синдрома.

Выводы
1. Показано, что уровень тканеспецифич-

ных изоформ α-субъединицы Na/K-АТФазы 
наибольший в гипоталамусе, миндалинах и 
стриатуме, а в префронтальной и фронталь-
ной коре – наименьший.

2. Установлено, что в условиях MФTП- ин-
дуцированной модели болезни Паркинсо-
на наблюдается статистически достовер-
ное повышение количества α1-субъединиц 
Na/ K- АТ Фазы в стриатуме, понижение коли-
чества α2-субъединиц в гиппокампе и повы-
шение количества α3-субъединиц в мозжечке 
по отношению к контролю. Введение гормона 
тимуса тимулина корректирует отклонения 
уровня α1-, α2- и α3-субъединиц, которые на-
блюдаются на фоне действия нейротоксина.


