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ÍÅÉÐÎÏÐÎÒÅÊÒÎÐÍÛÅ ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÍÎÂÛÕ ÊÎÍÚÞÃÀÒÎÂ ÝÄÀÐÀÂÎÍÀ

ÍÀ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÌÎÄÅËßÕ ÍÅÉÐÎÄÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ

Ì. À. Ëàïøèíà*, Å. Ñ. Äóáðîâñêàÿ, È. Ì. Âåñåëîâ, À. Â. Ìàëüöåâ,

À. Þ. Àêñèíåíêî, Ñ. Î. Áà÷óðèí1

Èçó÷åíà íåéðîïðîòåêòîðíàÿ ýôôåêòèâíîñòü íîâûõ êîíúþãàòîâ ýäàðàâîíà íà êëå-

òî÷íûõ ìîäåëÿõ íåéðîäåãåíåðàöèè in vitro è ex vivo. Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà êëåòêàõ íåé-

ðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà SHSY5Y è íåéðîíàõ, ïîëó÷åííûõ èç ãèïïîêàìïà ìûøåé ëèíèé

CD1 è 3xFAD. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñîåäèíåíèå ÒÃ-2307õ âûçûâàåò êîíöåíòðàöèîííî çà-

âèñèìóþ äåïîëÿðèçàöèþ ìèòîõîíäðèé â êëåòêàõ SHSY5Y. Â èññëåäîâàíèè âïåðâûå

ïîêàçàí íåéðîïðîòåêòîðíûé ýôôåêò ÒÃ-2308õ íà êëåòêàõ SHSY5Y â ïðèñóòñòâèè ãëó-

òàìàòà â âûñîêîé êîíöåíòðàöèè (30 ìÌ). Èññëåäóåìûå ñîåäèíåíèÿ óâåëè÷èâàþò âû-

æèâàåìîñòü íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà ëèíèè CD1 ïîñëå äåéñòâèÿ ýäàðàâîíà (p < 0,05) â

êîíöåíòðàöèè 10 ìêM ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ãëóòàìàòà (200 ìêM). Ïîëó÷åíî äî-

ñòîâåðíî çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå æèçíåñïîñîáíîñòè íåéðîíîâ (p < 0,05) ïîñëå ïðèìåíå-

íèÿ ÒÃ-2308õ â êîíöåíòðàöèè 5 ìêM (ëèíèÿ CD1, ãëóòàìàò 200 ìêM). Äëÿ íåéðîíîâ

ëèíèè 3xFAD (ãëóòàìàò 400 ìêM) äîñòîâåðíî çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå æèçíåñïîñîáíî-

ñòè íåéðîíîâ (p < 0,05) ïîêàçàíî ïîñëå âîçäåéñòâèÿ êàê ÒÃ-2308õ, òàê è TÃ-2307x â

êîíöåíòðàöèè 5 ìêM. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñîåäèíåíèå ÒÃ-2308õ â êîíöåíòðàöèè 5 ìêM

äîñòîâåðíî ïîâûøàåò æèçíåñïîñîáíîñòü íåéðîíîâ íà 30 % (p < 0,05) â óñëîâèÿõ îêèñ-

ëèòåëüíîãî ñòðåññà, âûçâàííîãî âîçäåéñòâèåì ïåðåêèñè âîäîðîäà (10 ìêM) íà êëåòêè,

÷òî ëó÷øå, ÷åì ñîîòâåòñòâóþùèå ïîêàçàòåëè äëÿ ýäàðàâîíà, êîòîðûé â êîíöåíòðàöèè

10 ìêM ïîâûøàåò âûæèâàåìîñòü íåéðîíîâ íà 20 % (p < 0,05).

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ýäàðàâîí; ìåìàíòèí; àìàíòàäèí; íåéðîáëàñòîìà; ïåðâè÷íàÿ êóëüòó-

ðà; ãëóòàìàò; ïåðåêèñü âîäîðîäà; ìèòîõîíäðèàëüíûé ïîòåíöèàë.

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Â îñíîâå íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé (ÍÄÇ)

ëåæèò ìåõàíèçì îáðàçîâàíèÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ áåëêî-

âûõ àãðåãàòîâ â íåéðîíàõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ, âûçûâàþ-

ùèé èõ ãèáåëü. ÍÄÇ øèðîêî êëàññèôèöèðóþòñÿ ïî èõ

êëèíè÷åñêèì ïðîÿâëåíèÿì, ïðè ýòîì íàèáîëåå ðàñïðî-

ñòðàíåííûìè ÿâëÿþòñÿ ýêñòðàïèðàìèäíûå è ïèðàìèä-

íûå äâèãàòåëüíûå ðàññòðîéñòâà, à òàêæå êîãíèòèâíûå

èëè ïîâåäåí÷åñêèå íàðóøåíèÿ [5]. Âàæíûì ôàêòîðîì

ðàçâèòèÿ òàêèõ çàáîëåâàíèé, êàê áîêîâîé àìèîòðîôè-

÷åñêèé ñêëåðîç (ÁÀÑ) è áîëåçíü Àëüöãåéìåðà (ÁÀ),

íàðÿäó ñ ïðîöåññàìè ïàòîëîãè÷åñêîé àãðåãàöèè îïðå-

äåëåííûõ áåëêîâ, ÿâëÿåòñÿ íàðóøåíèå ôóíêöèé íåéðî-

ìåäèàòîðíûõ ñèñòåì, â ÷àñòíîñòè, ðàçâèòèå ýêñàéòî-

òîêñè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, îïîñðåäóåìûõ íåéðîìåäèàòî-

ðîì ãëóòàìàòîì [4, 9], à òàêæå ïðîöåññû îêèñëèòåëü-

íîãî ñòðåññà [3].

Îäíèì èç àêòèâíî ðàçðàáàòûâàåìûõ ïîäõîäîâ ê ñîç-

äàíèþ ýôôåêòèâíûõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ (ËÑ),

ïðèìåíÿåìûõ ïðè ñëîæíûõ ìóëüòèôàêòîðíûõ çàáîëå-

âàíèÿõ, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ ÁÀ è ÁÀÑ, ÿâëÿåòñÿ ïî-

èñê ìóëüòèòàðãåòíûõ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ âåùåñòâ

(ÔÂ), äåéñòâóþùèõ îäíîâðåìåííî íà íåñêîëüêî ìè-

øåíåé, ó÷àñòâóþùèõ â ïàòîãåíåçå ÍÄÇ. Ðàíåå íàìè

áûëè ðàçðàáîòàíû ïîäõîäû ê ñèíòåçó ñîåäèíåíèé, ñî-

÷åòàþùèõ â îäíîé ìîëåêóëå êëþ÷åâûå ñòðóêòóðíûå

ôðàãìåíòû ðàçëè÷íûõ àêòèâíûõ ÔÂ [2]. Â ÷àñòíîñòè,

áûë ñèíòåçèðîâàí ðÿä íîâûõ êîíúþãàòîâ íà îñíîâå

ýäàðàâîíà è ìåìàíòèíà [1].

Ýäàðàâîí (ìåòèëôåíèëïèðàçîëîí) ÿâëÿåòñÿ àíòèîê-

ñèäàíòîì, ñíèæàþùèì óðîâåíü ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ

â êëåòêàõ. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îí ñïîñîáåí çà-

ìåäëÿòü ïðîãðåññèðîâàíèå ïðîÿâëåíèé è äåãåíåðàöèþ

äâèãàòåëüíûõ íåéðîíîâ ó ìûøåé ñ ìóòàíòíîé ìîäå-

ëüþ ÁÀÑ [6]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ýòî ËÑ ïðèìåíÿåòñÿ

äëÿ ñèìïòîìàòè÷åñêîãî ëå÷åíèÿ ïàöèåíòîâ ñ ÁÀÑ. Ìå-

ìàíòèí (1-àìèíî-3,5-äèìåòèëàìèíîàäàìàíòàí) — íèç-

êîàôôèííûé áëîêàòîð NMDA-ðåöåïòîðîâ — ÿâëÿåòñÿ

îäíèì èç íàèáîëåå àêòèâíî ïðèìåíÿåìûõ ïðè ÁÀ ËÑ,

à òàêæå ðàññìàòðèâàåòñÿ â êà÷åñòâå âîçìîæíîãî ËÑ

ïðè ÁÀÑ [7].

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåíî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ

íåñêîëüêèõ îðèãèíàëüíûõ êîíúþãàòîâ ýäàðàâîíà è ìå-

ìàíòèíà íà ñîñòîÿíèå êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ â

óñëîâèÿõ ñòðåññà, âûçâàííîãî ãëóòàìàòîì (ýêñàéòîòîê-

ñè÷íîñòü) è ïåðåêèñüþ âîäîðîäà.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè íà êëåòêàõ íåéðîáëàñòî-

ìû ÷åëîâåêà SH-SY5Y (ATCC, CRL2266). Êëåòêè

êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM/F-12 (Gibco, ÑØÀ) ñ
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äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîò-

êè, ïåíèöèëëèíà (50 Åä/ìë) è ñòðåïòîìèöèíà

(50 ìã/ìë) ïðè 37 °C è 5 % ÑÎ
2
.

Êëåòêè SH-SY5Y ðàññåâàëè â 96-ëóíî÷íûå ïëàíøå-

òû â êîíöåíòðàöèè 1,5 � 10
6
/ìë. ×åðåç 24 ÷ ê êëåòêàì

äîáàâëÿëè èññëåäóåìûå ÔÂ. Äëÿ èíäóêöèè òîêñè÷å-

ñêîãî ñòðåññà ÷åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè ñ ñîåäèíåíèÿìè â

ñðåäó âíîñèëè ãëóòàìàò (35 ìÌ) èëè ïåðåêèñü âîäîðî-

äà (120 ìêM). Äëÿ êàæäîé êîíöåíòðàöèè ÔÂ ýêñïåðè-

ìåíòû áûëè âûïîëíåíû â 3 ïîâòîðåíèÿõ è ïðîâåäåíî

íå ìåíåå 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Âñå ñîåäèíå-

íèÿ ðàñòâîðÿëè â ÄÌÑÎ. Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ

ÄÌÑÎ íå ïðåâûøàëà 0,3 %. Â êîíòðîëüíûå ëóíêè äî-

áàâëÿëè 0,3 % ðàñòâîðèòåëÿ. Åùå ÷åðåç 24 ÷ îïðåäåëÿ-

ëè âûæèâàåìîñòü êëåòîê ïî òåñòó ñ ÌÒÒ — (4,5-äèìå-

òèëòèàçîë-2-èë)-2,5-äèôåíèë-2Í-òåòðàçîëèÿ áðîìèä

(MTT, ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) â êîíöåíòðàöèè 0,5 ìã/ìë. Îê-

ðàøèâàíèå êëåòîê ïðîâîäèëè ïðè 37 °C è 5 % CO
2

â

òå÷åíèå 2 ÷. Äàëåå èíêóáàöèîííóþ ñðåäó îòáèðàëè è

êðèñòàëëû îáðàçîâàííîãî ôîðìàçàíà ðàñòâîðÿëè â

100 % ÄÌÑÎ (äèìåòèëñóëüôîêñèä A3672,0100,

AppliChem, Ãåðìàíèÿ). Èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè îïðå-

äåëÿëè ïðè äëèíå âîëíû 536 íì ñ ïîìîùüþ ïëàíøåò-

íîãî ðèäåðà Cytation 3 (BioTek, ÑØÀ). Çà 100 % ïðè-

íèìàëè èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè êîíòðîëüíûõ êëåòîê,

îáðàáîòàííûõ òîëüêî ðàñòâîðèòåëåì.

Íåéðîíàëüíûå êëåòêè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû èçâëåêà-

ëè èç ãèïïîêàìïà 3-äíåâíûõ ìûøåé ëèíèè CD1 (äè-

êèé òèï) è ëèíèè 3xFAD (ìîäåëü áîëåçíè Àëüöãåéìå-

ðà). Òêàíü âûäåëÿëè â îõëàæäåííîì ñáàëàíñèðîâàí-

íîì ñîëåâîì ðàñòâîðå áåç Ñà
2+

è Mg
2+

HBSS (H6648,

Sigma, ÑØÀ) ñ 10 ìM áóôåðà HEPES, pH 7,3 (Gibco,

ÑØÀ). Èíêóáèðîâàëè 20 ìèí â áóôåðå HBSS c 0,1 %

òðèïñèíà ïðè 37 °C, äàëåå öåíòðèôóãèðîâàëè è ïðî-

ìûâàëè äâàæäû â áóôåðå HBSS. Çàòåì ðàñòèðàëè â

íåéðîáàçàëüíîé ñðåäå À (NBA, Gibco, 10888-022,

ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè òåëÿò,

ïåíèöèëëèí (5000 åä/ìë) è ñòðåïòîìèöèí (5 ìã/ìë).

Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â

íåéðîáàçàëüíîé ñðåäå. Êëåòêè ðàññåâàëè â 96-ëóíî÷-

íûå ïëàíøåòû, ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûòûå ïîëè-L-ëè-

çèíîì (Sigma, P4832, ÑØÀ), ïðè ïëîòíîñòè

45 � 10
3

êë/ëóíêó. ×åðåç 24 ÷ çàìåíÿëè ïèòàòåëüíóþ

ñðåäó íà ñâåæóþ áåç ñûâîðîòêè ñ äîáàâêàìè äëÿ ïîä-

äåðæàíèÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè íåéðîíîâ Â-27 èëè N2.

Êóëüòóðó ïîääåðæèâàëè â òåðìîñòàòå ïðè 37 °C â àò-

ìîñôåðå 5 % CO
2
.

Íåéðîíû èñïîëüçîâàëè äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ íà 7

äåíü (ãëóòàìàòíûé ñòðåññ) è íà 11 äåíü (ñòðåññ â ïðè-

ñóòñòâèè ïåðåêèñè âîäîðîäà) êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äëÿ

ýòîãî òåñòèðóåìûå ÔÂ, ðàñòâîðåííûå â íåéðîáàçàëü-

íîé ñðåäå áåç äîáàâîê, äîáàâëÿëè ê ïåðâè÷íîé êóëüòó-

ðå êëåòîê. ×åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè îòáèðàëè ïèòàòåëü-

íóþ ñðåäó ñ ñîåäèíåíèÿìè, è êëåòêè ãèïïîêàìïà îáðà-

áàòûâàëè ãëóòàìàòîì â êîíöåíòðàöèè 200 èëè

400 ìêM â áóôåðå ÍBSS â òå÷åíèå 60 ìèí ïðè 37 °C.

Çàòåì îòáèðàëè èíêóáàöèîííóþ ñðåäó ñ ãëóòàìàòîì è

äîáàâëÿëè ðàñòâîðåííûå â ñðåäå òåñòèðóåìûå ÔÂ.

Êîíòðîëü ñîäåðæàë òî æå êîëè÷åñòâî ÄÌÑÎ, ÷òî è îá-

ðàáîòàííûå êëåòêè. Çàùèòíûé îòâåò êëåòîê îöåíèâàëè

÷åðåç 24 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ãëóòàìàòà ïî æèçíåñïî-

ñîáíîñòè íåéðîíîâ ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî

ÌÒÒ-òåñòà (îïèñàíèå âûøå). Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ïåðå-

êèñüþ âîäîðîäà ê êëåòêàì äîáàâëÿëè ñíà÷àëà òåñòè-

ðóåìûå ñîåäèíåíèÿ íà 24 ÷, çàòåì ââîäèëè ïåðåêèñü â

êîíöåíòðàöèè 10 ìêM. ×åðåç 24 ÷ îïðåäåëÿëè âûæè-

âàåìîñòü íåéðîíîâ ïî òåñòó ñ ÌÒÒ.

Âëèÿíèå èññëåäóåìûõ ÔÂ íà ìèòîõîíäðèàëüíûé

ïîòåíöèàë îöåíèâàëè òàêæå íà êëåòêàõ íåéðîáëàñòî-

ìû ÷åëîâåêà SH-SY5Y, ïîñàæåííûõ íà 96-ëóíî÷íûé

ïëàíøåò (1 � 10
4

êëåòîê/ëóíêó). Ïîñëå óäàëåíèÿ ñðåäû

êóëüòèâèðîâàíèÿ, êëåòêè äâàæäû îòìûâàëè áóôåðîì

(PBS ñ äîáàâëåíèåì 1 ìÌ ïèðóâàòà íàòðèÿ, 2 ìÌ

L-ãëóòàìèíà, 10 ìÌ ãëþêîçû è 0,2 % ÁÑÀ) è äîáàâëÿ-

Íåéðîïðîòåêòîðíûå ñâîéñòâà íîâûõ êîíúþãàòîâ ýäàðàâîíà 9
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ëè ïî 200 ìêë áóôåðà â ëóíêó. Çàòåì äîáàâëÿëè

15 ìêÌ îëèãîìèöèíà. Íåïîñðåäñòâåííî äëÿ èçìåðå-

íèÿ ïîòåíöèàëà â ëóíêó âíîñèëè ïîòåíöèàëçàâèñèìûé

êàòèîííûé êðàñèòåëü TMRE (ýòèëîâûé ýôèð òåòðàìå-

òèë ðîäàìèíà/tetramethylrhodamine ethyl ester) â êîí-

öåíòðàöèè 200 íÌ è èíêóáèðîâàëè 20 ìèí ïðè 37 °C.

Ïîñëå èíêóáàöèè êëåòêè äâàæäû îòìûâàëè è äîáàâëÿ-

ëè 200 ìêë áóôåðà. Çàòåì â ïëàøêó áûëè äîáàâëåíû

ÔÂ, ëèáî ðàñòâîðèòåëü (êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà), ïîñëå

÷åãî ïðîâîäèëè èçìåðåíèå ôëóîðåñöåíöèè íà ïëàí-

øåòíîì ðèäåðå EnVision (Perkin Elmer) íà äëèíàõ âîëí

âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè 549/575 íì. Äëÿ äîñòèæåíèÿ

ïîëíîãî ðàçîáùåíèÿ äîáàâëÿëè FCCP (êàðáîíèëöèà-

íèä-ï-òðèôòîðìåòîêñèôåíèëãèäðàçîí/ñarbonyl cyanide-

p-trifluoromethoxyphenylhydrazone) â êîíöåíòðàöèè 0,5

è 1,5 ìêÌ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû íîðìàëèçîâàëè ïî

íà÷àëüíîé òî÷êå êîíòðîëüíîé ãðóïïû è ìàêñèìàëüíî-

ìó çíà÷åíèþ ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå âòîðîãî äîáàâëå-

íèÿ FCCP.

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç è íîðìàëèçàöèþ äàííûõ,

ïîñòðîåíèå ãðàôèêîâ è äèàãðàìì, à òàêæå ðàñ÷åò çíà-

÷åíèé IC
50

áûëè âûïîëíåíû ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî

îáåñïå÷åíèÿ GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software,

ÑØÀ).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Íà ïåðâîì ýòàïå ðàáîòû äëÿ îöåíêè áèîëîãè÷åñêîé

àêòèâíîñòè â îòíîøåíèè ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåì

êàê ìîäåëüíûõ, òàê è íîâûõ ñîåäèíåíèé — ïîòåíöè-

àëüíûõ ËÑ áûëè îöåíåíû ïàðàìåòðû öèòîòîêñè÷íî-

ñòè â îòíîøåíèè êëåòîê íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà

SH-SY5Y è íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà ìûøåé ëèíèè CD1.

Çíà÷åíèÿ IC
50

äëÿ èññëåäóåìûõ ñîåäèíåíèé ïðèâåäå-

íû â òàáëèöå.

Â õîäå èññëåäîâàíèÿ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ìî-

äåëüíûå ÔÂ: ìåìàíòèí, àäàìàíòàí è ýäàðàâîí íå îáëà-

äàþò âûðàæåííîé òîêñè÷íîñòüþ â îòíîøåíèè êëåòîê

SH-SY5Y. Äëÿ ñîåäèíåíèé íîâîãî ðÿäà — êîíúþãàòîâ

ýäàðàâîíà — áûëà ðàññ÷èòàíà âåëè÷èíà IC
50

. Ñòîèò îò-

ìåòèòü, ÷òî äëÿ ñîåäèíåíèÿ TÃ-2307x îíà ñîñòàâèëà

11 � 2,5 ìêÌ, äëÿ TÃ-2308x — 48,5 � 6,7 ìêÌ. Ñõîä-

íûå ðåçóëüòàòû ïî òîêñè÷íîñòè òåñòèðóåìûõ ÔÂ áûëè

ïîëó÷åíû è íà íåéðîíàõ ëèíèè CD1. Âåëè÷èíà IC
50

äëÿ íîâûõ ÔÂ áûëà áëèçêà ê çíà÷åíèÿì, ïîëó÷åííûì

íà êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû, è ñîñòàâèëà äëÿ TÃ-2307x

17 � 2,1 ìêÌ, äëÿ TÃ-2308x — 46 � 0,6 ìêÌ.

Èçó÷åíî âëèÿíèå âíîâü ñèíòåçèðîâàííûõ ÔÂ íà

ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë â êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû ÷å-

ëîâåêà SHSY5Y (ðèñ. 1). Óñòàíîâëåíî, ÷òî â îòëè÷èå

îò ñîåäèíåíèÿ ÒÃ-2308õ, êîòîðîå íå âëèÿåò íà ìèòî-

õîíäðèàëüíûé ïîòåíöèàë ïðè àïïëèêàöèè íà èçîëèðî-

âàííûå ìèòîõîíäðèè ïå÷åíè êðûñ, ñîåäèíåíèå

ÒÃ-2307õ âûçûâàåò êîíöåíòðàöèîííî-çàâèñèìóþ äå-

ïîëÿðèçàöèþ èçîëèðîâàííûõ ìèòîõîíäðèé ïå÷åíè

êðûñ. Ïîäîáíûé ýôôåêò êîíöåíòðàöèîííî-çàâèñèìîé

äåïîëÿðèçàöèè ìèòîõîíäðèé ñîåäèíåíèåì ÒÃ-2307õ

áûë íàìè òàêæå ïîêàçàí è ïðè èçìåðåíèè ìèòîõîíäðè-

àëüíîãî ïîòåíöèàëà â íåéðîíàëüíûõ êëåòêàõ íåéðî-

áëàñòîìû SH-SY5Y c ïîìîùüþ ïîòåíöèàë-çàâèñèìîãî

êðàñèòåëÿ ÒÌRE (ðèñ. 1). Íóæíî îòìåòèòü, ÷òî äîñòî-

âåðíûå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ âûÿâëåíû äëÿ ýòîãî ÔÂ

óæå â êîíöåíòðàöèèïðè 1 ìêÌ, à â êîíöåíòðàöèè

3 ìêÌ ÒÃ-2307õ íå ïîçâîëÿåò ïðîÿâèòüñÿ ðàçîáùàþ-

ùåìó ýôôåêòó FCCP. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïî-

ëîæèòü, ÷òî ÒÃ-2307õ ïðîíèêàåò â êëåòêó è åãî òîêñè-

10 Ì. À. Ëàïøèíà è äð.

à) á)

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå íîâîãî êîíúþãàòà ýäàðàâîíà è ìåìàíòèíà ÒÃ-2307õ íà ìèòîõîíäðèàëüíûé ïîòåíöèàë â êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû ÷å-

ëîâåêà SHSY5Y: à — âëèÿíèå ÒÃ-2307õ íà äèíàìèêó èçìåíåíèÿ ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïîòåíöèàëà (��); á — êîíöåíòðàöèîííî-çàâè-

ñèìàÿ äåïîëÿðèçàöèÿ ìèòîõîíäðèé ÷åðåç 25 ìèí ïîñëå íà÷àëà ýêïåðèìåíòà. **** p < 0,0001; îäíîôàêòîðíûé äèñïåðñèîííûé àíàëèç

ANOVA (ìíîæåñòâåííûå ñðàâíåíèÿ ïî êðèòåðèþ Äàííåòà).
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ìîäåëüíûõ ÔÂ è íîâûõ êîíúþãàòîâ ýäàðàâîíà íà ãëóòàìàòíóþ òîêñè÷íîñòü (ãëóòàìàò 35 ìÌ) â êëåòêàõ íåéðîáëà-

ñòîìû ÷åëîâåêà SH-SY5Y. * p < 0,05 — îòíîñèòåëüíî ïðîá ãëóòàìàòíîãî êîíòðîëÿ, òåñò Ìàííà–Óèòíè.

à)

á)

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ìîäåëüíûõ ñîåäèíåíèé è íîâûõ êîíúþãàòîâ ýäàðàâîíà íà ãëóòàìàòíóþ òîêñè÷íîñòü â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå êëåòîê

ãèïïîêàìïà ìûøè: à — ãëóòàìàòíàÿ öèòîòîêñè÷íîñòü (ãëóòàìàò 200 ìêM) ìåìàíòèíà è ýäàðàâîíà â ãèïïîêàìïàëüíûõ íåéðîíàõ ëè-

íèè æèâîòíûõ CD1 è ëèíèè 3xFAD; á — ãëóòàìàòíàÿ öèòîòîêñè÷íîñòü íîâûõ êîíúþãàòîâ ýäàðàâîíà â ãèïïîêàìïàëüíûõ íåéðîíàõ

ëèíèè æèâîòíûõ CD1 (ãëóòàìàò 200 ìêM) è ëèíèè 3xFAD (ãëóòàìàò 400 ìêM). * p < 0,05 — îòíîñèòåëüíî ïðîá ãëóòàìàòíîãî êîíò-

ðîëÿ, òåñò Ìàííà–Óèòíè.



÷åñêèé ýôôåêò â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ âûøå è õîòÿ

áû îò÷àñòè ìîæåò áûòü ñâÿçàí ñ âëèÿíèåì íà ìèòîõîí-

äðèè.

Ïðîâåäåíî òàêæå èññëåäîâàíèå òîêñè÷íîñòè ãëóòà-

ìàòà è ïðîòåêòèâíîé ñïîñîáíîñòè òåñòèðóåìûõ ÔÂ íà

êëåòêàõ SH-SY5Y (ðèñ. 2). Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ãëó-

òàìàò (35 ìM) âûçûâàåò ãèáåëü 50 % êëåòîê. Ìîäåëü-

íûå ÔÂ â óñëîâèÿõ ãëóòàìàòíîãî ñòðåññà â íåòîêñè÷-

íûõ êîíöåíòðàöèÿõ ïðàêòè÷åñêè íå óâåëè÷èâàëè æèç-

íåñïîñîáíîñòü íåéðîíîâ. Îäíàêî ñïîñîáíîñòüþ çàùè-

ùàòü êëåòêè ïðè äåéñòâèè ãëóòàìàòà îáëàäàëè íîâûå

êîíúþãàòû ýäàðàâîíà. Ïîêàçàíî äîñòîâåðíîå óâåëè÷å-

íèå æèçíåñïîñîáíîñòè íåéðîíîâ ïðè ïðèìåíåíèè íî-

âûõ ÔÂ: ÒÃ-2307õ è ÒÃ-2308õ (p < 0,05) â êîíöåíòðà-

öèè 1,25 ìêM.

Ó÷èòûâàÿ âûðàæåííóþ àíòèîêñèäàíòíóþ àêòèâ-

íîñòü âíîâü ñèíòåçèðîâàííûõ ïðîèçâîäíûõ ýäàðàâîíà,

ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî èìåííî îíà îáóñëîâëèâàåò

çàùèòó îò íåéðîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ãëóòàìàòà, âû-

ñîêèå êîíöåíòðàöèè êîòîðîãî â êëåòêàõ ïðèâîäÿò ê îá-

ðàçîâàíèþ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ñâîáîäíûõ àêòèâíûõ

ðàäèêàëîâ êèñëîðîäà [8]. Äëÿ íîâûõ ÔÂ ýòîò ýôôåêò

óñòàíîâëåí âïåðâûå, à äëÿ ñîåäèíåíèÿ ÒÃ-2308õ õà-

ðàêòåðíà íàèáîëüøàÿ àêòèâíîñòü, ïðè÷åì ÒÃ-2308õ

ïîâûøàåò âûæèâàåìîñòü êëåòîê íà 30 %.

Áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå ïðîòåêòîðíûõ

ñâîéñòâ èçó÷àåìûõ ÔÂ íà ìîäåëè íåéðîòîêñè÷åñêîãî

äåéñòâèÿ ãëóòàìàòà â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå íåéðîíîâ

ãèïïîêàìïà äâóõ ëèíèé æèâîòíûõ (ðèñ. 3). Îöåíèâàëè

æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ñ ïðåäîáðàáîòêîé ÔÂ (24 ÷)

ïðè êðàòêîâðåìåííîì ãëóòàìàòíîì ñòðåññå â òå÷åíèå

60 ìèí â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ — 200 ìêM äëÿ

CD1-íåéðîíîâ è 400 ìêM — äëÿ 3xFAD-íåéðîíîâ.

Ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ íåéðîíîâ ëèíèè CD1 äîñòîâåðíî

çíà÷èìî óâåëè÷åíèå æèçíåñïîñîáíîñòè íåéðîíîâ íà

30 % (p < 0,05) ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ýäàðàâîíà â êîíöåí-

òðàöèè 10 ìêM (ðèñ. 3, à ). Ïðè îöåíêå íîâûõ ÔÂ,

êîíúþãàòîâ ýäàðàâîíà, äîñòîâåðíî çíà÷èìîå óâåëè÷å-

íèå æèçíåñïîñîáíîñòè ïîêàçàíî íà íåéðîíàõ CD1 äëÿ

ñîåäèíåíèÿ TÃ-2308x â êîíöåíòðàöèè 5 ìêÌ, ÷òî ñî-

ñòàâëÿåò óâåëè÷åíèå íà 38 % ðîñòà íåéðîíîâ íà ôîíå

ââåäåíèÿ ãëóòàìàòà. Äëÿ íåéðîíîâ ëèíèè 3xFAD óâåëè-

÷åíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê íàáëþäàëîñü ïðè ïðè-

ìåíåíèè ñîåäèíåíèé TÃ-2307x è TÃ-2308x â êîíöåíòðà-

öèè 5 ìêM (p < 0,05) íà 44 è 28 % ñîîòâåòñòâåííî.

Ñ öåëüþ îöåíêè àíòèîêñèäàíòíîãî ïîòåíöèàëà èçó-

÷àåìûõ ÔÂ áûëî èññëåäîâàíî çàùèòíîå âëèÿíèå ñî-

åäèíåíèé â óñëîâèÿõ ðàçâèòèÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà

ïðè äåéñòâèè ïåðåêèñè âîäîðîäà íà ïåðâè÷íóþ êóëü-

òóðó íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà ìûøåé äèêîãî òèïà CD1

(ðèñ. 4) [10]. Ïåðâè÷íûå íåéðîíû ãèïïîêàìïà ìûøåé

îáðàáàòûâàëè èññëåäóåìûìè ÔÂ â íåòîêñè÷íûõ êîí-

öåíòðàöèÿõ â òå÷åíèå 24 ÷, çàòåì ââîäèëè ïåðåêèñü âî-

äîðîäà (10 ìêM) è êóëüòèâèðîâàëè åùå 24 ÷. Áûëî ïî-

êàçàíî, ÷òî â äàííîé êîíöåíòðàöèè ïåðåêèñü âîäîðîäà

ñíèæàåò æèçíåñïîñîáíîñòü íåéðîíîâ íà 20 %. Ñîåäè-

íåíèå ÒÃ-2308õ â êîíöåíòðàöèè 5 ìêM äîñòîâåðíî ïî-

âûøàåò æèçíåñïîñîáíîñòü íåéðîíîâ íà 30 %. Ñõîä-

íûì îáðàçîì ïðîÿâëÿåò ñâîå äåéñòâèå ýäàðàâîí â êîí-

öåíòðàöèè 10 ìêM, ïîâûøàÿ äîñòîâåðíî âûæèâàå-

ìîñòü íåéðîíîâ íà 20 %.

ÂÛÂÎÄÛ

1. Ó íîâîãî ñîåäèíåíèÿ ÒÃ-2308õ íà êëåòêàõ íåé-

ðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà SH-SY5Y âûÿâëåí çàùèòíûé ýô-

ôåêò â îòíîøåíèè òîêñè÷åñêîãî âëèÿíèÿ ãëóòàìàòà

(30 ìÌ).

2. Ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå æèçíåñïîñîáíîñòè íåéðî-

íîâ ãèïïîêàìïà ìûøåé ëèíèè CD1 ïîñëå ïðèìåíåíèÿ

12 Ì. À. Ëàïøèíà è äð.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ìîäåëüíûõ ÔÂ è íîâûõ êîíúþãàòîâ ýäàðàâîíà íà òîêñè÷íîñòü, âûçâàííóþ ïåðåêèñüþ âîäîðîäà â ïåðâè÷íîé êóëü-

òóðå íåðâíûõ êëåòîê ãèïïîêàìïà ìûøè ëèíèè CD1. * – p < 0,05 îòíîñèòåëüíî ïðîá êîíòðîëÿ ïåðåêèñè âîäîðîäà, òåñò Ìàííà–Óèò-



ýäàðàâîíà (p < 0,05) â êîíöåíòðàöèè 10 ìêM íà 30 %

íà ôîíå ââåäåíèÿ ãëóòàìàòà (200 ìêM).

3. Ó íîâûõ ñîåäèíåíèé îáíàðóæåíà ñïîñîáíîñòü

äîñòîâåðíî óâåëè÷èâàòü æèçíåñïîñîáíîñòü íåéðîíîâ:

ÒÃ-2308õ â êîíöåíòðàöèè 5 ìêM (ëèíèÿ CD1, ãëóòàìàò

200 ìêM). Äëÿ íåéðîíîâ ëèíèè 3xFAD (ãëóòàìàò

400 ìêM) äîñòîâåðíî çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå æèçíåñïî-

ñîáíîñòè íåéðîíîâ ïîêàçàíî êàê äëÿ ÒÃ-2308õ, òàê è

äëÿ TÃ-2307x â êîíöåíòðàöèè 5 ìêM.

4. Ñîåäèíåíèå ÒÃ-2308õ (5 ìêM) äîñòîâåðíî ïîâû-

øàåò æèçíåñïîñîáíîñòü íåéðîíîâ íà 30 % (p < 0,05) â

óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, âûçâàííîãî ïåðåêè-

ñüþ âîäîðîäà (10 ìêM), à ñîîòâåòñòâóþùèå ïîêàçàòå-

ëè äëÿ ýäàðàâîíà (10 ìêM) ñîñòàâëÿþò 20 % (p < 0,05).
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ó÷íîãî ôîíäà (ãðàíò 19-13-00378-Ï).
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NEUROPROTECTIVE PROPERTIES OF NEW EDARAVONE CONJUGATES

IN CELLULAR MODELS OF NEURODEGENERATION

M. A. Lapshina
*
, E. S. Dubrovskaya, I. M. Veselov, A. V. Maltsev,

A. Yu. Aksinenko, and S. O. Bachurin

Institute of Physiologically Active Substances, Chernogolovka, Moscow region, 142432 Russia

* e-mail: lapshina.masha@yandex.ru

The neuroprotective efficacy of new edaravone conjugates was studied in cell models of neurodegeneration in vitro and ex vivo. The study was carried out on

human neuroblastoma cells SHSY5Y and neurons obtained from the hippocampi of CD1 and 3xFAD mice. It was revealed that compound TG-2307x causes a

concentration-dependent depolarization of mitochondria in SHSY5Y cells. The study demonstrated for the first time the neuroprotective effect of the new com-

pound TG-2308x on SHSY5Y cells when exposed to a high concentration of glutamate (30 mM). The studied compounds increase the survival of CD1 hippo-

campal neurons after the action of edaravone (p < 0.05) at a concentration of 10 �M at low doses of glutamate (200 �M). An honestly significant increase in the

neuron viability (p < 0.05) was obtained after the exposure to TG-2308x at a concentration of 5 �M (CD1 line, glutamate 200 �M). For neurons of 3xFAD line

(glutamate 400 �M), an honestly significant increase in the neuron viability (p < 0.05) was observed after the exposure both to TG-2308x and TG-2307x at a

concentration of 5 �M. It was found that TG-2308x compound at a concentration of 5 �M significantly increases the viability of neurons by 30% (p < 0.05) un-

der conditions of oxidative stress caused by the action of 10 �M hydrogen peroxide on cells, which is better than the corresponding indicators for edaravone,

which increases the neuron survival by 20% (p < 0.05) at a concentration of 10 �M

Keywords: edaravone; memantine; amantadine; neuroblastoma; primary culture; glutamate; hydrogen peroxide; mitochondrial potential.
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