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РЕЗЮМЕ. Повышение содержания эссенциального микроэлемента марганца в организме приводит к раз-
витию тяжелых нарушений центральной нервной системы, напоминающих по симптоматике болезнь Паркин-
сона, – состоянию, называемому марганцевой энцефалопатией. Выбор лечения данной формы патологии в 
настоящее время ограничен препаратами леводопы и ЭДТА; в обоих случаях наблюдается неустойчивый тера-
певтический эффект. Поэтому необходим поиск новых мишеней для эффективного фармакологического воз-
действия с целью подавления развития или снижения выраженности марганцевой энцефалопатии. Неконтроли-
руемая активация кальпаинов, кальций-зависимых протеаз, приводит к гибели нейронов, особенно дофаминер-
гических. Проведено исследование, подтверждающее участие, кальпаинов в патогенезе марганцевой энцефало-
патии на животной модели. Показано, что марганец индуцирует рост активности кальпаина-2 в стриатуме, где 
активность кальпаина-1 также увеличивается. Выявлено, что марганец непосредственно активирует кальпаин-1, 
подобно кальцию, однако не приводит к активации кальпаина-2 in vitro. Возможно, кальпаины могут быть по-
тенциальными терапевтическими мишенями для лечения марганцевой энцефалопатии. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: марганец, марганцевая энцефалопатия, нейродегенерация, кальпаины. 

ВВЕДЕНИЕ 
Марганец – эссенциальный микроэлемент, 

который необходим для функционирования мно-
гих ферментов, включая белки семейства окси-
доредуктаз, трансфераз и др. Повышение содер-
жания марганца в организме, вызванное пре-
имущественно промышленными отравлениями, 
приводит к развитию тяжелых нарушений цен-
тральной нервной системы, напоминающих по 
симптоматике болезнь Паркинсона (БП). Осо-
бенностью БП является гиперактивация кальпа-
иновой системы (Samantaray et al., 2008). Каль-
паины представляют собой внутриклеточные 
Ca2+-зависимые цистеиновые протеазы. Некон-
тролируемая активация кальпаинов вызывает 
преимущественно дегенерацию дофаминергиче-
ских нейронов.  

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – изучить 
гипотезу о вовлечении кальпаиновой системы в 

механизмы, реализующие эффект нейротоксич-
ности соединений марганца, привести доказа-
тельства, подтверждающие увеличение активно-
сти кальпаина-1 (calp1) и кальпаина-2 (calp2) в 
стриатуме лабораторных крыс, и продемонстри-
ровать, что марганец, подобно кальцию, непо-
средственно активирует calp1 in vitro. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Работа выполнена на крысах линии Вистар, 

массой 220–250 г (n = 20). Экспериментальная 
группа крыс (n = 10) получала интраназально 
MnCl2 (1 мг в день на одно животное) в течение 
90 дней, контрольные животные (n = 10) – тот же 
объем физиологического раствора. Используя 
метод атомно-абсорбционной спектрометрии 
(ААС), измеряли уровни марганца в стриатуме. 
Методом обратной транскрипции полимеразно-
цепной реакции (ОТ-ПЦР) и полимеразно-
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цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) 
определяли уровни мРНК calp1/2. В качестве ге-
нов «домашнего хозяйства» были выбраны гены 
GAPDH и Cycr. Активность calp1/2 выявляли ме-
тодом казеиновой зимографии. Для этого вало-
вый белок, выделенный из мозга, разделяли на 
полиакриламидном геле, сополимеризованном с 
казеином. Затем гель был проинкубирован в ак-
тивационном буфере с кальцием и окрашен 
Coomassie brilliant blue R-250. 

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программы Statistica 8.0 (StatSoft). Все 
данные выражали как среднее ± ошибка средне-
го. Распределение данных проверяли на нор-
мальность с использованием теста Колмогорова–
Смирнова. Статистические различия были про-
верены t-тестом. Результаты считались статисти-
чески значимым при p <0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Результаты определения концентрации мар-

ганца в стриатуме контрольных и эксперимен-

тальных крыс показали, что концентрация этого 
элемента у экспериментальных крыс увеличи-
лась на 320% – с 0,77 ± 0,22 (контрольные значе-
ния) до 3,22 ± 0,26 нг/г ткани (p = = 0,006). Уста-
новлено, что введение марганца, приводит к уве-
личению экспрессии мРНК calp2 в 2 раза – от 
1,00 ± 0,18 (контрольные значения) до 2,11 ± 0,08 
относительных единиц (p = 0,000) в стриатуме 
экспериментальных животных, при этом экс-
прессия мРНК calp1 не изменилась. 

Дифференциальные изменения активности 
кальпаина в стриатуме животных, получавших 
интраназальные инъекции MnCl2, измеряли с 
помощью казеиновой зимографии (рисунок, а). 
Обнаружено, что активность двух изоформ каль-
паина увеличивается. 

Чтобы дополнительно проанализировать 
способность марганца непосредственно активи-
ровать кальпаины, гомогенаты стриатума, полу-
ченные из интактных крыс, разделили на по-
лиакриламидном геле, сополимеризованном с ка-
зеином.  
 

Контроль MnCl2  

 

 
 

Кальпаин-1 

 
Кальпаин-2 

а) 
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Кальпаин-2 

4 мM NaCl 2 мM MnCl2 2 мM CaCl2  

б) 

Активация кальпаина-1 и кальпаина-2 в стриатуме животных:  
а – при введении MnCl2; б – при инкубации в буферах с различными добавками, указанными на рисунке.  

Яркие области соответствуют областям активного протеолиза кальпаина-1 или -2 
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Далее гель был разделен на три части, каж-
дую из которых инкубировали в активационном 
буфере с различными добавками: 2 мМ CaCl2, 
или 2 мМ MnCl2, или 4 мМ NaCl в 20 мМ Трис-
HCl, 10 мМ дитиотреитола, pH 7,4 соответствен-
но. Как можно видеть (рисунок, б), марганец ак-
тивирует calp1 подобно кальцию, но инкубация с 
MnCl2 не приводила к активации calp2. Инкуба-
ция геля с NaCl не индуцировала активацию 
кальпаинов. 

Ключевой характеристикой нейродегенера-
тивных процессов, включая марганцевую энце-
фалопатию, является наличие внутриклеточной 
перегрузки кальцием. Среди нескольких собы-
тий, которые происходят между увеличением 
уровня кальция и гибелью нейронов, активация 
кальпаинов играет ключевую роль в некоторых 
патологических состояниях. Чтобы оценить ги-
потезу о вовлечении кальпаиновой системы в 
механизмы, реализующие эффект нейротоксич-
ности соединений марганца, использовали мо-
дель хронической интоксикации этого элемента 
на лабораторных крысах. 

В исследовании (Quintanar et al., 2012) показа-
но, что интрастриальное введение MnCl2 крысам в 
концентрации 50–250 нмоль сопровождается акти-
вированием кальпаина. Тем не менее авторы изу-
чали общую активность кальпаинов, но не по от-
дельности для введения calp1 и calp2. Использова-
ние ингибитора кальпаинов MDL-28170 позволило 
снизить степень повреждения. Это доказывает во-
влеченность кальпаиновой системы в интенсифи-
кацию нейродегенеративных процессов в данной 
модели. Однако внутристриальное введение со-
единений может вызвать индукцию самого нейро-
воспаления, что, в свою очередь, может активиро-
вать кальпаины. Эту сторону вопроса авторы не 
обсуждают. Проведенные ими эксперименты на 
гомогенатах мозга не исключают эффект опосре-
дованной активации. Наши исследования позво-

ляют однозначно заключить, что calp1 активирует-
ся в присутствии ионов марганца, но такой вывод 
не может быть сделан для calp2. 

Показано, что экспрессия мРНК calp2 уве-
личена в стриатуме экспериментальных живот-
ных. Интересно, что повышение протеолитиче-
ской активности характерно для обоих членов 
кальпаиновой семьи. Вероятно, произошла сле-
дующая последовательность событий. Марганец, 
накопленный клетками, непосредственно акти-
вировал calp1. Поэтому повышение активности 
кальпаина не связано с увеличением его произ-
водства (см. рисунок). Быстрая активация calp1 
запускает ряд различных сигнальных путей, в 
том числе реорганизацию цитоскелета и внекле-
точный сигнально-регулируемый киназный путь. 

ВЫВОДЫ 
1. В результате интраназального введения MnCl2 

происходит накопление марганца в стриатуме 
лабораторных животных, что приводит к по-
вышению активности calp1 за счет его прямой 
активации ионами Mn2+ но не за счет повы-
шения уровня транскрипции гена calp1.  

2. Повышение активности calp2 может объяс-
няться активацией транскрипции гена calp2, в 
то время как сам синтезируемый фермент яв-
ляется Mn-независимым и активируется с 
участием традиционного Ca2+-зависмого ме-
ханизма. 
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ABSTRACT. Manganese (Mn) is an essential trace element. However, at abnormally high intake levels, Mn starts 
to predominantly accumulate in the brain and cause neurotoxicity. Chronic exposure to excessive Mn levels can lead to 
a variety of Parkinson-like psychiatric and motor disturbances, termed manganism.  

Brain regions primarily affected by Mn are the basal ganglia, which is again similar to Parkinson disease. Treat-
ment of manganism with levodopa and EDTA did not lead to a significant beneficial effect. For this reason, a search for 
new targets and pharmacological agents for treatment of Mn intoxication has become necessary.  

Another well described feature of Parkinson disease is a hyperactivation of a calpain system. Calpains are 
intracellular Ca2+-dependent cysteine proteases. Uncontrolled activation of calpains leads to neuronal death especially in 
dopaminergic neurons. Here, we provide an evidence to support the involvement of the calcium-dependent proteases, 
calpains, in the pathogenesis of manganism in a rat model. 

The participation of calpain-1 and calpain-2 was monitored in the striatum. Mn induced an increase of the activity 
of calpain-2 in the striatum, where the activity of calpain-1 was also increased but not its mRNA. We have also shown 
that Mn directly activates calpain-1 like calcium but not calpain-2 in vitro. 

We propose that calpains can be potential therapeutic targets for manganism. 
KEYWORDS: manganese, manganism, neurodegeneration, calpains. 
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