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Ионы марганца токсичны для центральной нервной системы и вызывают нарушения моторики. 
Рыбы вида Danio rerio широко используют в исследованиях по нейробиологии, психофармако-
логии и токсикологии. Целью работы было изучение влияния длительного воздействия ионов 
Mn на серотониновую (5-HT) систему головного мозга и контролируемые ею формы поведение 
у рыб D. rerio. Исследования проводили на самцах и самках D. rerio линии AB, которых разделили 
на четыре смешанные по полу группы: контроль и на которых воздействовали в течение 10 дней 
0.1, 0.2 и 0.5 мМ MnCl2 (препарат добавляли в воду аквариума). В течение всего воздействия 
движения группы рыб непрерывно регистрировали и анализировали с помощью программы 
DanioStudio. На 11 день воздействия поведение рыб исследовали в тесте “новый аквариум”, за-
тем в их головном мозге с помощью ВЭЖХ определяли уровни 5-HT, 5-гидроксииндолуксусной 
кислоты (5-HIAA), активности ключевых ферментов синтеза и разрушения 5-HT, триптофанги-
дроксилазы (ТПГ) и моноаминоксидазы (МАО), соответственно. Длительное воздействие MnCl2 
не повлияло на массу тела рыб, двигательную активность, время в нижней и верхней третях до-
машнего аквариума, а также на двигательную и исследовательскую активности, время в нижней 
и верхней третях в тесте “новый аквариум”. Длительное воздействие MnCl2 не повлияло на уров-
ни 5-HT, 5-HIAA и активность МАО в мозге рыб. Однако активность ТПГ была резко увеличена 
у рыб, содержащихся при 0.2 и 0.5 мМ MnCl2. В отдельном эксперименте было показано, что 
ионы Mn увеличивают термическую стабильность молекулы ТПГ in vitro. Эта стабилизирующая 
(шаперонная) активность ионов Mn была показана впервые. Открытие шаперонной активности 
ионов Mn позволит вскрыть фундаментальные молекулярные принципы и механизмы действия 
фармакологических шаперонов.
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ВВЕДЕНИЕ

Марганец (Mn) считается токсическим метал-
лом и отходы его производства представляют зна-
чительную опасность для здоровья людей и эко-
логии. Токсическое воздействие Mn характеризу-
ется двигательными и сенсорными нарушениями, 
а  также нейропсихиатрическими и  когнитив-
ными расстройствами [1‒3]. Длительное воздей-
ствие Mn (>1 мг/м3) представляет собой фактор 
риска развития болезни Паркинсона у людей [4]. 
Ионы Mn могут проходить гемато-энцефаличе-
ский барьер или через обонятельный тракт [5], 

проникать внутрь нейронов через кальциевые ка-
налы [6‒9], индуцировать их апоптоз [10]. 

Одной из мишеней для ионов Mn может быть се-
ротониновая (5-HT) система мозга – совокупность 
нейронов синтезирующих 5-HT в качестве основного 
медиатора. В норме 5-HT система мозга участвует 
в регуляции большого числа физиологических функ-
ций и форм поведения [11, 12], тогда как нарушения 
ее функции наблюдаются при многих нейродегене-
ративных и психических заболеваниях [13‒17]. 

Рыбы вида Danio rerio являются удобным модель-
ным объектом для изучения общих закономерностей 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
РАБОТЫ
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влияния ионов Mn на 5-HT систему мозга. Во-пер-
вых, 5-HT система D. rerio имеет высокую анатоми-
ческую, цитологическую, биохимическую и фар-
макологическую гомологию с таковой млекопита-
ющих [18, 19]. Во-вторых, у рыб этого вида 5-HT 
контролирует двигательную активность и тревож-
ность [20‒23]. В-третьих, с помощью МРТ было 
показано накопление ионов Mn в  мозге D. rerio 
при их содержании в растворе MnCl2 [24]. Данные 
о влиянии ионов Mn на рыб D. rerio довольно про-
тиворечивы [25, 26]. Влияние ионов Mn на 5-HT 
систему мозга рыб D. rerio не изучено.

Целью исследования является влияние хро-
нического воздействия ионов Mn на метаболизм 
5-HT и регулируемое 5-HT поведение рыб D. rerio. 
Для этого изучали влияния длительного содержа-
ния рыб в аквариумах с различными концентраци-
ями MnCl2 на их поведение в домашнем аквариуме, 
тесте “новый аквариум”, содержание 5-HT, его 
основного метаболита, 5-гидроксииндолуксусной 
кислоты (5-HIAA), активности ключевых фермен-
тов синтеза (триптофангидроксилаз, ТПГ) и окис-
ления (моноаминоксидазы, МАО) 5-HT в их мозге.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Рыбы. Содержание рыб и все эксперименталь-
ные процедуры соответствовали положению На-
ционального института здоровья (NIH) США от 
12 апреля 2013 г. по использованию D. rerio в иссле-
дованиях и были одобрены комитетом по биоэтике 
ИЦиГ СО РАН (Протокол № 34 от 15.06.2016 г.). 
Разведение и содержание рыб поддержано бюджет-
ным проектом FWNR-2022-0023.

Эксперименты проводили на взрослых (18 мес., 
n = 100) самцах и самках D. rerio линии AB – по-
томков рыб, завезенных из European Research 
Institute of Biology of Ageing (ERIBA, Гронинген, 
Нидерланды). С  возраста 6 недель и  до начала 
экспериментов рыб содержали в аквариуме объ-
емом 125 л, снабженном устройством биологиче-
ской фильтрации и аэрации воды (CX-300, Chosen) 
с температурой воды 27 ± 1°С и искусственном ос-
вещении свет:темнота 12:12 ч (интенсивность осве-
щения 1700 люкс, включение света производилось 
в 09:00 ч). Чистка и подмена воды (20%) произ-
водилась раз в неделю. Рыб кормили 6 раз в не-
делю сухим кормом Tetramin Tropical Flakes (Tetra) 
и один раз в неделю замороженными личинками 
Chironomus plumosus. 

Были сформированы четыре смешанные по 
полу группы 20 рыб в каждой. Пять рыб из каждой 
экспериментальной группы помещали в аквариум 
(20 × 20 × 20 см, объем воды 6.3 л, 4 аквариума 
в каждой группе): контроль (без MnCl2), 0.1, 0.2 
и 0.5 мМ MnCl2 в воде. Аквариумы были снабжены 
фильтрами. На протяжении всего эксперимента 
температура воды поддерживалась 27  ± 1°С, 

а световой режим свет:темнота 12:12 ч. Рыб кор-
мили дважды в день сухим кормом Tetramin Tropical 
Flakes (Tetra). Подмену воды (30%) осуществляли 
раз в 3 дня. В данном эксперименте было пока-
зано, что концентрация ионов Mn в воде снижа-
лась вдвое через 24 ч, поэтому концентрация MnCl2 
в воде аквариума корректировалась каждые 24 ч 
добавлением твердого MnCl2 × 4H2O (AppliChem, 
Дармштадт, Германия) до требуемой концентра-
ции. Ранее с помощью МРТ было показано, что 
ионы Mn способны проникать из воды в  мозг 
D.  rerio и  накапливаться там [24]. Непрерывное 
воздействие MnCl2 продолжалось 10 дней, и в те-
чение всего этого периода передвижения групп рыб 
в аквариумах регистрировалось и анализировалось 
программой DanioStudio  [27]. На одиннадцатый 
день поведение рыб исследовали в тесте “новый 
аквариум”, усыпляли в холодной воде (+2°С), вы-
деляли целый мозг, замораживали его жидким азо-
том и хранили при ‒80°С до проведения нейрохи-
мических измерений.

Измерение поведения группы рыб в  домашнем 
аквариуме. Движения группы в домашнем аквари-
уме рыб фиксировались web-камерой и анализи-
ровались с помощью программного обеспечения 
DanioStudio [27]. Это программное обеспечение 
в течение 12-часового светового периода в тече-
ние 10 дней с частотой 1 с захватывает полутоно-
вое изображение (640 × 480 пикселей) аквариума 
вместе с рыбами внутри и отделяет пиксели, свя-
занные с рыбами, от пикселей, связанных с фо-
ном, с помощью вычитания фона и порогового ал-
горитма. Постоянные элементы интерьера удаляли 
с помощью специальных масок. Для каждого кадра 
программа составляет карту пространственного по-
ложения и вычисляет сумму пикселей, связанных 
с  рыбами. На основе этой карты определяются 
суммы связанных с  рыбами пикселей в  верхней 
и нижней трети резервуара. Отношения этих значе-
ний к общей сумме пикселей, связанных с рыбами, 
соответствуют времени (%), проведенному группой 
рыб в верхней и нижней трети. С помощью логи-
ческой операции XOR для двух последовательных 
карт плотности определяется сумма пикселей, из-
менивших свое значение. Отношение этой вели-
чины к общей сумме пикселей соответствует дви-
гательной активности группы рыб [27].

Измерение поведения рыбы в тесте “новый ак-
вариум”. Рыбу осторожно вынимали из домаш-
него аквариума сачком (чтобы не стрессировать 
остальных) и  помещали в  стеклянную кювету 
длиной 24  см, глубиной 15 см и  шириной 7 см, 
наполненную водой до 10 см. Кювету помещали 
в специальный шкаф. Движения рыбы фиксиру-
ются web-камерой в течение 5 минут и анализи-
руются с  помощью программного обеспечения 
EthoStudio [22, 23, 28]. Программное обеспечение 
с частотой 30 кадров/с автоматически покадрово 
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анализирует видеопоток в реальном времени, от-
деляет пиксели, связанные с рыбой, от пикселей 
фона с помощью порогового алгоритма, вычисляет 
координаты центра рыбы и автоматически рассчи-
тывает карту плотности, соответствующую распре-
делению пикселей, связанных с рыбой, в кювете. 
На основе последовательности координат и карты 
плотности: (1) расстояние, пройденное рыбой (м), 
(2) доля исследованного пространства кюветы (%), 
(3) среднее расстояние от дна кюветы (см) и время 
пребывания (%) в (4) нижней и (4) верхней третях 
кюветы [22, 23, 28]. Кювету промывают чистой во-
дой после каждого испытания и наполняют смесью 
чистой воды и воды из домашнего резервуара в со-
отношении 1:1.

Определение концентрации ионов Mn в воде спек-
трофотометрическим методом. К 1 мл пробы воды 
или стандарта последовательно приливали 100 мкл 
смеси, содержащей 4% гидроксиламин и 0.8% фор-
малин, 100 мкл раствора аммиака (1:3), перемеши-
вали, инкубировали 5 мин и последовательно до-
бавляли 100 мкл раствора трилона Б и 100 мкл 10% 
гидроксиламина. Перемешивали и измеряли опти-
ческую плотность на спектрофотометре при длине 
волны 490 мкм. Стандарты содержали 15.6, 31.3, 
62.5, 125, 250 мкМ MnCl2.

Определение уровня 5-HT и  5-HIAA в  мозге. 
Целый мозг рыбы гомогенизировали в  150 мкл 
холодного 50 мМ трис HCl, pH 7.6, с 1 мМ дити-
отреитола. Аликвоту 50 мкл гомогената смеши-
вали с 50 мкл 1.2 M HClO4 для осаждения белка 
и  экстракции 5-HT и  5-HIAA. Остальной гомо-
генат  (100  мкл) использовали для определения 
активности ТПГ и МАО.

Смесь гомогената и HClO4 центрифугировали 
15 мин при 12700 об/мин (4°С). Супернатант, со-
держащий 5-HT и 5-HIAA, разбавляли вдвое во-
дой и концентрацию 5-HT и 5-HIAA определяли 
с помощью ВЭЖХ на колонке Luna С18 (2) (размер 
частиц 5 мкм, L×ID 75×4.6 мм, Penomenex, США) 
с электрохимическим детектированием (750 мВ, 
электрохимическим детектором DECADE  II™, 
Antec, Нидерланды) и ячейкой из стеклографита 
(VT-03 3 мм GC sb, Antec, Нидерланды). Система 
ВЭЖХ включала контроллер CBM-20A, насос 
LC-20AD, автоматический дозатор SIL-20A и дега-
затор DGU-20A5R (Shimadzu Corporation, США). 
Подвижная фаза содержала 13.06 г KH2PO4, 200 мкл 
0.5 М Na2EDTA, 300 мг натриевой соли 1-октан-
сульфоновой кислоты (Sigma, Германия), 940 мкл 
концентрированной H3PO4 и 130 мл метанола (13% 
объема, Vektor Ltd., Россия) в 1 л, pH = 3.2. Пло-
щади пиков были оценены с использованием про-
граммного обеспечения Lab Solution LG / GC вер-
сии 5.54 (Shimadzu Corporation, США) и откали-
брованы с помощью стандартов, содержащих 0.5, 
1 и 2 нг 5-НТ и 5-HIAA [23, 28].

Осадок после центрифугирования растворяли 
в 1 мл 0.1 М NaOH и количество белка в нем опре-
деляли по Бредфорду согласно инструкции произво-
дителя. Уровень 5-HT и 5-HIAA выражали в нг/мг 
белка.

Определение активности ТПГ. Остаток гомо-
гената мозга в 50 мМ трис HCl, pH 7.6 и 1 мМ 
дитиотреитола, центрифугировали 15 мин при 
12700 об/мин (4°С). Активность ТПГ определяли 
в чистом супернатанте. Осадок использовали для 
определения активности МАО.

Аликвоту 15 мкл супернатанта инкубировали 
15 мин при 27°С в конечном объеме 25 мкл, со-
державшем 0.4 мМ L-триптофана, 0.3 мМ кофак-
тора 6-метил-5,6,7,8-тетрагидробиоптеридина, 
0.3 мМ ингибитора декарбоксилазы, м-гидрокси-
бензилгидразина, 5 ед каталазы и 1 мМ дитиотреи-
тола. Реакцию останавливали 75 мкл 0.6 М HClO4 
с последующим центрифугированием 15 мин при 
12700 об/мин. Чистый супернатант разбавляли 
вдвое водой и количество синтезированного 5-гид
рокситриптофана определяли с помощью ВЭЖХ 
как выше. Площади пиков 5-гидрокситриптофана 
калибровали по кривой, построенной по концен-
трациям 25, 50 и 100 пикомоль 5-гидрокситрипто-
фана. Для определения белка аликвоту 10 мкл су-
пернатанта смешивали с 90 мкл 0.1 М NaOH. Бе-
лок определяли по Брэдфорду, следуя инструкциям 
производителя. Активность ТПГ выражали в пико-
молях 5-гидрокситриптофана синтезированного за 
мин в пересчете на мг белка [23, 28].

Определение активности МАО. Осадок после 
центрифугирования гомогената (см. выше) вновь 
гомогенизировали в 150 мкл 50 мМ Tris HCl, pH 7.6 
и центрифугировали 15 мин (4°С) при 500 об/мин. 
Активность МАО определяли в мутном суперна-
танте. Аликвоту 10 мкл мутного супернатанта ин-
кубировали 10 мин при 27°С с 0.1 мМ 5-HT в ко-
нечном объеме 25 мкл. Реакцию останавливали 
добавлением 75 мкл 0.6 М HClO4 с последующим 
центрифугированием 15 мин при 12700 об/мин. 
Чистый супернатант разбавляли вдвое водой и ко-
личество синтезированного 5-гидроксииндолук-
сусного альдегида определяли с помощью ВЭЖХ. 
Площади пиков 5-гидроксииндолуксусного альде-
гида калибровали по кривой, построенной по кон-
центрациям 500, 1000 и 2000 пмоль 5-гидроксиин-
долуксусного альдегида [28]. 

Для определения белка аликвоту 10 мкл мутного 
супернатанта смешивали с 90 мкл 0.1 М NaOH. Бе-
лок определяли по Брэдфорду, следуя инструкциям 
производителя. Активность МАО выражали в пико-
молях 5-гидроксииндолуксусного альдегида, синте-
зированного за мин, в пересчете на мг белка [28].

Определение влияния ионов Mn на термоста-
бильность ТПГ головного мозга D. Rerio. Сначала 
аликвоты 10 мкл супернатанта, содержащего ТПГ, 
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смешивали с  5 мкл 50 мМ трис-HCl-буфе- 
ром  (рН 7.6), содержащего 1 мМ дитиотреитола, 
или с 0.15 мМ раствором MnCl2 в этом буфере (ко-
нечная концентрация MnCl2 составляла 0.05 мМ) 
и нагревали в течение 2 мин при 52, 54, 56, 58, 60, 
62 и 64°С и затем быстро охлаждали во льду. Кон-
трольные пробирки не нагревались. Затем добав-
ляли 10 мкл смеси L-триптофана (1 мМ), 6-ме-
тил-5,6,7,8-тетрагидроптеридина (0.75 мМ), инги-
битора декарбоксилазы (0.75 мМ) и каталазы (5 ед.) 
и инкубировали при 27°С 15 мин. Реакцию оста-
навливали, добавляя 75 мкл 0.6 мМ HClO4. Пробы 
центрифугировали при 13000 об/мин, для хрома-
тографа отбиралось по 80 мкл супернатанта с до-
бавлением 80 мкл воды. Количество синтезиро-
ванного 5-HTP определяли с  помощью ВЭЖХ. 
Стандарты для расчётов: 25, 50, 100 пмоль. Были 
сформированы две группы по 6 термических кри-
вых в каждой: (1) контрольная группа без MnCl2, 
(2) группа с добавлением MnCl2. Линейные части 
этих кривых использовались для расчета значений 
Т50 с использованием метода линейной регрессии.

Статистика. Поскольку ранее было показано, 
что самцы и самки D. rerio не различаются по по-
ведению, уровню 5-HT, 5-HIAA, активностям ТПГ 
и МАО [28], и количество самок в эксперименталь-
ных группах было значительно меньше, чем сам-
цов, данные по самцам и самкам объединяли. Рас-
пределение всех показателей в экспериментальных 
группах соответствовало нормальному по критерию 
Колмогорова. Все данные представляли как сред-
ние ± ошибка среднего и анализировали с помо-
щью однофакторного ANOVA (Statistic 9.0, StatSoft, 
США). По необходимости различия между экспе-
риментальными группами анализировали по Фи-
шеру. Значимыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Не выявлено статистически значимых разли-
чий по активности (F(3,12) = 2.89, p = 0.079), вре-
мени в верхней (F(3,12) = 2.93, p = 0.077) и нижней 
(F(3,12) = 1.14, p = 0.37) третях домашнего аквариума 
у рыб контрольной и подвергшихся действию раз-
личных концентраций MnCl2 групп (рис. 1). У рыб, 
находящихся под воздействием различных концен-
траций MnCl2, не выявляются ожидаемого сниже-
ния двигательной активности. Рыбы всех групп 
предпочитали находиться в верхней трети домаш-
него аквариума. 

Содержание рыб в течение 10 дней при различ-
ных концентрациях MnCl2 в воде не привело к меж
групповым различиям в массе их тела (F(3,76) < 1, 
рис. 2).

В тесте “новый аквариум” не выявлено ста-
тистически значимых различий между группами 
рыб по пройденному пути (F(3,76) < 1), доле иссле-
дованного пространства (F(3,76) = 1.08, p = 0.36), 
времени нахождения в  верхней (F(3,76) = 1.72,  
p = 0.17) и нижней (F(3,76) = 2.64, p = 0.06) третях 
аквариума (рис. 2). В то же время, межгрупповые 
различия были выявлены только по одному пока-
зателю – расстоянию центра рыбы от дна аквари-
ума (F(3,76) = 2.73, p = 0.049): у рыб, содержащихся 
при 0.5 мМ MnCl2 этот показатель был достоверно 
выше, чем у контрольной группы (p = 0.009) (рис. 2). 

Не выявлено статистически значимой разницы 
в уровнях 5-HT (F(3,36) < 1), 5-HIAA (F(3,36) < 1) и их 
соотношению (5-HIAA/5-HT, F(3,36) < 1) мозге рыб, 
содержащихся 10 дней при концентрациях 0, 0.1, 
0.2 и 0.5 мМ MnCl2 в воде (рис. 3).

Не было также выявлено статистически значи-
мой разницы между группами рыб по активности 
МАО в мозге (F(3,36) < 1, рис. 4).
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Рис. 1. Двигательная активность, время нахождения (%) в верхней и нижней третях домашнего аквариума у рыб, 
содержащихся в течение 10 дней в воде с 0 (контроль), 0.1, 0.2, 0.5 мМ MnCl2. Точки представляют средние зна-
чения наблюдений 12 ч в день в течение 10 дней по каждому аквариуму. Черты представляют средние значения 
± ошибки средних по каждому аквариуму. Число аквариумов в каждой группе n = 4.
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В то же время, группы рыб существенно раз-
личались по активности ТПГ в мозге (F(3,35) = 8.3, 
p < 0.001, рис. 4). Было показано значительное уве-
личение активности фермента в мозге рыб, содер-
жащихся при 0.2 (p = 0.0005) и 0.5 (p = 0.02) мМ 
MnCl2 в воде (рис. 4). 

Для проверки предположения, что ионы Mn 
повышают стабильность, время жизни и, как 
следствие – число активных молекул ТПГ и об-
щую активность фермента, мы исследовали вли-
яние 0.05 мМ MnCl2 на температурную стабиль-
ность и величину Т50 ТПГ in vitro. Было показано, 

301.9

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0.1 0.2 0.5

20

10

0
0

0.1 0.2 0.50 0.1 0.2 0.50 0.1 0.2 0.50

0.1 0.2

Концентрация MnCl2, мМ Концентрация MnCl2, мМ

П
ро

йд
ен

ны
й 

пу
ть

, м

М
ас

са
 те

ла
, г

Вр
ем

я 
в 

ве
рх

не
й 

тр
ет

и,
 %

Ра
сс

то
ян

ие
 о

т д
на

, с
м

Вр
ем

я 
в 

ни
ж

не
й 

тр
ет

и,
 %

И
сс

ле
до

ва
нн

ое
 п

ро
ст

ра
нс

тв
о,

 %
Концентрация MnCl2, мМ

0.50 0.1 0.2 0.50

80

100

60

40

20

0

80

100**

100

150

60

40 50
20

0 0

8

10

6

4

2

0

0

1

2

3

4

5

0

1

2

3

4

5

0.1

Ур
ов

ен
ь 

5-
Н

Т,
 н

г/
мг

0.2

5-
Н

IA
A/

5-
Н

Т

Ур
ов

ен
ь 

5-
Н

IA
A,

 н
г/

мг

0.50 0.1 0.2
Концентрация MnCl2, мМ Концентрация MnCl2, мМ Концентрация MnCl2, мМ

0.50 0.1 0.2

2.5

1.5

0.5

2.0

1.0

0.0
0.50
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значения ± ошибки средних по каждому аквариуму. Каждая из 4 групп включала по 20 рыб.
**p < 0.01 vs контроль.

Рис. 3. Уровень 5-HT (нг/мг), уровень 5-HIAA (нг/мг) и отношение 5-HIAA/5-HT в мозге рыб, содержащихся в тече-
ние 10 дней в воде с 0 (контроль) (n = 11), 0.1 (n = 9), 0.2 (n = 10), 0.5 (n = 10) мМ MnCl2. Точки представляют инди-
видуальные значения показателей. Черты представляют средние значения ± ошибки средних по каждому аквариуму.
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что 0.05 мМ MnCl2 увеличивало Т50 ТПГ на 2.5°С 
(с 58.24°С до 60.74°С, F(1,10) = 5.53, p = 0.04, рис. 5). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Целью работы было изучение влияния дли-
тельного воздействия ионов Mn на 5-HT систему 
головного мозга и  контролируемые ею формы 
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в воде с 0 (контроль) (n = 11), 0.1 (n = 9), 0.2 (n = 10), 0.5 (n = 10) мМ MnCl2. Точки представляют индивидуальные 
значения показателей. Черты представляют средние значения ± ошибки средних по каждому аквариуму.
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Рис. 5. Значения Т50 для ТПГ из мозга D. rerio в от-
сутствии (контроль) и присутствии 0.05 мМ MnCl2.
Точки представляют индивидуальные значения Т50. 
Каждая группа включала 6 значений. Черты пред-
ставляют средние значения ± ошибки средних по 
каждому аквариуму.
*p < 0.05 vs контроль.

поведения у рыб D. rerio. Исходя из наблюдений на 
людях предполагалось, что непрерывное длитель-
ное (10 дней) воздействие высоких концентраций 
MnCl2 вызовет расстройства двигательной актив-
ности паркинсоно-подобного типа. Результаты 
оказались неожиданными: длительного воздей-
ствия относительно высоких концентраций оказа-
лось недостаточно, чтобы вызвать снижение массы 
тела и нарушение двигательной активности. Воз-
можно, для выявления негативного эффекта нужно 
взять более молодых рыб, увеличить концентрацию 
MnCl2 и/или время воздействия. Следует отме-
тить, что имеющиеся в литературе данные о вли-
янии ионов Mn на рыб D. rerio довольно противо-
речивы. Одни исследователи отмечали, что экспо-
зиция рыб в течении 96 ч при концентрации Mn 
около 0.075 мМ снижала их двигательную актив-
ность [25]. Другие исследователи не обнаружили 
изменений в двигательной активности при содер-
жании рыб в течении 96 ч при 0.08 мМ MnCl2 [26]. 
Только при крайне высоких дозах (2 мМ) взрослые 
рыбы к 21-му дню воздействия показывают значи-
мое сокращение пройденной дистанции [29]. Эти 
концентрации используют для моделирования 
марганизма на D. rerio и его лечения [30]. Пред-
ставленные данные подтверждают общий тезис 
о высокой устойчивости рыб вида D. rerio к воз-
действию высоких доз MnCl2, которая наблюдается 
также и у личинок D. rerio [31]. 

Более того, длительное содержание рыб в воде 
с высокой концентрацией ионов Mn (0.5 мМ) даже 
статистически значимо увеличило расстояние от 
дна в тесте “новый аквариум”, и наблюдалась тен-
денция к уменьшению времени нахождения в ниж-
ней трети кюветы (p = 0.06). Известно, что D. rerio 
в незнакомой и потенциально опасной обстановке 
стремятся находиться у дна. Это рассматривается 
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как защитная реакция [32, 33]. Некоторые авторы 
отмечают, что длительное воздействие ионов мар-
ганца усиливает выраженность данной защитной 
реакции у рыб [25, 26, 34]. Лишь в одном иссле-
довании показано снижение выраженности защит-
ной реакции у личинок D. rerio на 4 день их содер-
жания в 1 мМ MnCl2 [35]. 

Известно, что при марганизме ранняя фаза те-
чения болезни характеризуется в  большей сте-
пени психическими симптомами [36], поэтому, 
возможно, при более длительной экспозиции или 
большей концентрации могли бы проявиться ло-
комоторные нарушения. По всей видимости, для 
взрослых D. rerio требуются крайне высокие кон-
центрации (выше 1 мМ) для индукции похожих 
симптомов, наблюдающихся при марганизме, или 
воздействие на более ранних стадиях развития (вы
ше 0.6 мМ), при которых воспроизводятся разноо-
бразные нарушения движений (круговое плавание) 
и осанки, напоминающие таковые у людей [3]. 

С другой стороны, показано, что увеличение 
5-HT в синаптической щели при блокаде транс-
портера 5-HT или МАО также снижает время на-
хождения в нижней трети [23]. Можно предполо-
жить, что длительное воздействие ионами Mn сти-
мулирует метаболизм 5-HT. 

Однако не было обнаружено изменений 
в  уровне 5-HT и  его метаболита, не изменилась 
активность фермента МАО. В то же время, актив-
ность ТПГ была повышена при длительном воздей-
ствии MnCl2 в концентрациях 0.2 и 0.5 мМ. Несмо-
тря на то, что увеличение активности ключевого 
фермента синтеза 5-HT оказалось недостаточным, 
чтобы вызвать видимое увеличение уровня медиа-
тора в мозге рыб, оно, по-видимому, способно объ-
яснить наблюдаемое время у дна. 

Было предположено, что ионы Mn способны 
стабилизировать молекулу ТПГ и тем самым уве-
личить срок ее жизни в организме. Для проверки 
этого предположения мы исследовали влияние ио-
нов Mn на термическую стабильность ТПГ in vitro. 
Оказалось, что ионы Mn даже в небольшой кон-
центрации (0.05 мМ) действительно повышают 
термическую стабильность ТПГ, что выражается 
в увеличении величины Т50 – температуры, при 
которой денатурируется половина молекул. В сред-
нем, молекулы ТПГ характеризуются периодом по-
лужизни в 2–3 дня [37], Mn мог увеличить этот пе-
риод, что привело к увеличению числа активных 
молекул ТПГ за период эксперимента и, в финале, 
к увеличению общей активности ТПГ в мозге. 

Известно, что активность ТПГ зависит от ио-
нов Fe, которые связываются с активным центром 
молекулы фермента и участвуют в переносе элек-
тронов [38]. Маловероятно, что ионы Mn способны 
замещать ионы Fe в активном центре, поскольку 
окислительно-восстановительные потенциалы 

ионов железа и марганца резко различаются и та-
кая замена могла бы снизить каталитическую ак-
тивность фермента. Вероятнее всего стабилизи-
рующая способность ионов Mn обусловлена их 
способностью взаимодействовать с некоторыми 
аминокислотными остатками (например, с остат-
ками гистидина) молекулы ТПГ и укреплять ее 3D 
структуру, повышать ее устойчивость к темпера-
турным воздействиям. Такой стабилизирующий 
эффект называется шаперонным, а  молекулы, 
стабилизирующие 3D структуру молекул белков 
– фармакологическими шапперонами [39‒43]. 
В настоящее время показана способность тетра-
гидробиоптерина [44‒47] повышать термическую 
стабильность ТПГ2 мыши in vitro. Выяснение мо-
лекулярного механизма взаимодействия фарма-
кологических шаперонов с целевыми белковыми 
молекулами необходимо для лечения тяжелых на-
следственных заболеваний [43]. Поскольку вза-
имодействие ионов переходных металлов, в  том 
числе ионов Mn, с молекулами белков может быть 
полностью смоделировано в ближайшем будущем, 
открытие шаперонной активности ионов Mn по-
зволит вскрыть фундаментальные молекулярные 
принципы и механизмы действия фармакологиче-
ских шаперонов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Первоначально целью данного исследования 
было моделирование на рыбах D. rerio молекуляр-
ных механизмов повреждающего воздействия ио-
нов Mn на 5-HT систему мозга и контролируемое 
5-HT поведение. Неожиданно, в ходе работы было 
выяснено, что 5-HT система мозга и  поведение 
рыб данного вида и данного возраста чрезвычайно 
устойчивы к ионам Mn. Длительное воздействие 
большими концентрациями ионов этого металла 
не повлияли на массу тела, поведение, уровень 
и метаболизм 5-HT и активность МАО в мозге рыб. 
В то же время, впервые было показано, что дли-
тельное воздействие больших концентраций ионов 
Mn in vivo увеличивает активность ТПГ в мозге рыб 
in vitro. С помощью анализа кривых термической 
денатурации молекул ТПГ в присутствии и отсут-
ствии ионов Mn in vitro впервые был выявлен моле-
кулярный механизм этого явления, а именно ста-
билизация молекулы ТПГ ионами Mn.
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Этическое одобрение. Содержание рыб и все экс-
периментальные процедуры соответствовали положе-
нию Национального института здоровья (NIH) США 
от 12 апреля 2013 г. по использованию D. rerio в ис-
следованиях и были одобрены комитетом по биоэтике 
ИЦиГ СО РАН (Протокол № 34 от 15.06.2016 г.). 
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Effects of Prolonged Exposure to Manganese Chloride on the Brain Serotonin 
Metabolism and Serotonin-Regulated Behavior in Zebrafish

A. E. Izyurov1, I. E. Sorokin1, V. S. Evsiukova1, D. A. Zolotova1, P. A. Kulikov1, and A. V. Kulikov1

1Institute of Cytology and Genetics SD RAS, Novosibirsk, Russia

Manganese ions are toxic for the central nervous system and cause motor impairment. Zebrafish (Danio 
rerio) are widely used in neuroscience, psychopharmacology and toxicology. The study was aimed to 
investigate the effect of prolonged exposure to Mn ions on the serotonin (5-HT) system of the brain 
and the 5-HT controlled behavior in zebrafish. The studies were carried out on males and females of 
zebrafish line AB, which were divided into four groups: control and which were exposed to 0.1, 0.2 and 
0.5 mM MnCl2 for 10 days (the drug was added to the aquarium water). Throughout the exposure, the 
locomotion of fish were continuously recorded and analyzed using DanioStudio software. On the 11th 
day of exposure, the behavior of the fish was studied in the novel tank diving test, then the levels of 5-HT, 
5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), the activity of key enzymes in the synthesis and destruction of 
5-HT, tryptophan hydroxylase (TPH) and monoamine oxidase (MAO), respectively, were determined in 
their brain by HPLC. Prolonged exposure to MnCl2 did not affect body mass, locomotor activity, time in 
the lower and upper thirds of the home aquarium, as well as locomotor and exploration activities, time in 
the lower and upper thirds in the novel tank diving test. Moreover, the prolonged exposure to MnCl2 did 
not affect 5-HT, 5-HIAA levels and MAO activity in fish brain. However, TPH activity was significantly 
increased in fish kept at 0.2 and 0.5 mM MnCl2. In an additional experiment, Mn ions were shown to 
increase the thermal stability of the TPH molecule in vitro. This stabilizing (chaperone) activity of Mn 
ions was demonstrated for the first time. The discovery of the chaperone activity of Mn ions will help to 
reveal the fundamental molecular principles and mechanisms of action of pharmacological chaperones.

Keywords: manganese ions, serotonin, tryptophan hydroxylase, monoamine oxidase, brain, behavior, zebrafish
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