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permeability transition)  

пМП Пора митохондриальной проницаемости 

Аβ β-амилоидный пептид  
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рецептор глутамата, селективно связывающий NMDA). 

БА болезнь Альцгеймера 

мтДНК Митохондриальная дезоксирибонуклеиновая кислота 
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RaM система «быстрого поглощения» Са
2+
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+
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2+ 
митохондриальный антипортер (аббревиатура 

Na/Li/Ca exchanger) 

АТФ аденозинтрифосфат 

GLUT4 глюкозный транспортёр тип 4 

ДЦМ Дыхательная цепь митохондрий 

SMAC/DIABLO second mitochondria-derived activator of caspases /direct 
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PiC Митохондриальный переносчик неорганического фосфата  
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1. ВВЕДЕНИЕ 

1.1. Актуальность и степень разработанности темы исследования 

 

Нейродегенеративные заболевания представляют в настоящее время не 

только медицинскую, но в большой степени социальную и экономическую 

проблему. Основными причинами отсутствия значительного прогресса в 

создании эффективных лекарственных препаратов для лечения спорадических 

форм нейродегенеративных заболеваний является то, что выявляются они уже 

при развитом нейродегенеративном процессе в мозге, а развитие заболевания 

может протекать по различным путям в зависимости от провоцирующих 

факторов и индивидуальных генетических особенностей.  

Возможными решениями этой проблемы может быть активное 

применение нейропротекторных стратегий при состояниях, несущих риск 

последующего развития нейродегенерации. В настоящее время общепринято, 

что митохондрии и процесс открытия пор митохондриальной проницаемости 

(пМП) являются ключевым этапом в запуске клеточной гибели и, 

соответственно, перспективной мишенью при поиске нейропротекторных 

препаратов. В этой связи использование митохондрий как мишени для 

создания нового поколения лекарственных средств, способных оказывать 

нейропротекторное действие, а также выступать в качестве когнитивных и 

метаболических стимуляторов, представляет особый научный интерес и может 

иметь большое практическое значение.   

К началу наших работ значение увеличения устойчивости митохондрий 

к индукции открытия пор митохондриальной проницаемости (пМП) было 

далеко не очевидно. Более того, многие считали сам феномен МП артефактом. 

Предпосылкой развития стратегии митохондриального направления поиска 

новых лекарственных средств были работы, показавшие, что пМП является 

мишенью известных нейротоксинов и нейропротекторов. Мы впервые 

показали, что ключевой патогенетический метаболит нейротоксин β-
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амилоидный пептид (βА) (как патогенные эндогенные формы 1-40 и 1-42, так 

и искусственный нейротоксичный пептид 25-35), является индуктором 

открытия пМП. Именно это может обусловить его внутриклеточную 

токсичность и как результат – нейродегенерацию. Такой же эффект показан и 

для модельных нейротоксинов, таких как 1-Метил-4-фенилпиридиниевый ион 

(МФП
+
) и циклический азиридиниевый аналог холина (AF64A), применяемых 

для моделирования болезни Паркинсона и Альцгеймера, соответственно. 

Кроме того, у ряда нейропротекторов - димебон, такрин, N-ацетилсеротонин, 

мелатонин, пирацетам и растительный экстракт Гинкго билоба - обнаружена 

способность ингибировать открытие пМП.  

Эти данные являются основой для поиска соединений, способных 

снизить уязвимость митохондрий к индукции открытия пМП, что может быть 

новым перспективным направлением создания лекарственных препаратов для 

лечения нейродегенеративных заболеваний. 

Таким образом, объектом настоящего исследования являются мишени 

эффективных лекарственных препаратов для лечения спорадических форм 

нейродегенеративных заболеваний, а непосредственным предметом 

настоящего исследования - создание стратегии митохондриального 

направления поиска новых лекарственных средств. 

1.2. Цели и задачи исследования. 

 

Целью настоящей работы явились разработка и валидация общей 

митохондриальной стратегии поиска нейропротекторов и выявление на этой 

основе перспективных кандидатов в лекарственные препараты для лечения 

нейродегенеративных заболеваний. 

Для достижения поставленной цели в рамках настоящей работы 

решались следующие задачи: 

 изучение механизмов взаимодействия с митохондриями ряда 

модельных нейропротекторов с целью определения основных мишеней и/или 
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процессов для дальнейшей разработки комплексной системы поиска 

потенциальных лекарственных препаратов;  

 разработка комплексной системы поиска лекарств для лечения 

нейродегенеративных заболеваний как стабилизаторов митохондриальных 

функций и проведение поиска митопротекторных соединений в различных 

рядах новых соединений;  

 исследование молекулярных и клеточных механизмов действия 

выявленных соединений-лидеров, анализ ЦНС-направленной активности и 

нейропротекторного эффекта соединений-лидеров на клеточных и in vivo 

моделях нейродегенерации. 

1.3. Научная новизна. 

 

На основе результатов изучения механизмов взаимодействия с 

митохондриями ряда известных лекарственных препаратов и модельных 

нейропротекторов с доказанной нейротропной активностью, в частности, 

препарата димебона, была создана оригинальная комплексная система поиска 

новых ингибиторов пор митохондриальной проницаемости (МП), как 

потенциальных нейропротекторов. 

Впервые показано, что ингибиторы ионных каналов NMDA-подтипа 

глутаматных рецепторов (мемантин, МК801 и ряд его новых биоизостерных 

аналогов) проявляют также свойства ингибиторов пор МП. В сочетании с 

имеющимися данными об общности структурных элементов глутаматных 

рецепторов и пор МП эти данные позволили наметить новые подходы к 

созданию нового поколения лекарственных препаратов, воздействующих 

одновременно на эти мишени. 

Выявлен ряд новых оригинальных соединений, обладающих 

митопротекторным действием, перспективных для дальнейшей разработки с 

целью создания новых лекарственных препаратов. Определены соединения-
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лидеры, нейропротекторный эффект которых валидирован на клеточных и in 

vivo моделях нейродегенерации.  

Выявлен уникальный механизм регуляции кальциевого гомеостаза в 

митохондриях: подавление захвата кальция митохондриями при низких 

концентрациях вненейронального глутамата и низких концентрациях 

цитозольного кальция, но увеличение кальциевой ёмкости митохондрий и 

ингибирование открытия пор МП в условиях эксайтотоксичности и 

кальциевого стресса. Этот эффект показан для соединения-лидера ТГ-2112х в 

ряду оригинальных аминоадамантан-содержащих индолов. 

1.4. Теоретическая и практическая значимость работы. 

 

Теоретическое и практическое значение имеют установленные 

механизмы влияния на митохондрии известных нейропротекторов и созданная 

на этой базе стратегия поиска потенциальных лекарственных препаратов для 

лечения болезни Альцгеймера, а также и система методических подходов, 

позволившая выявить как перспективные химические скаффолды для 

дальнейшей разработки, так и ряд соединений-лидеров.  

Выявлен уникальный механизм влияния одного из соединений-лидеров 

(ТГ2112х) на кальциевый гомеостаз в митохондриях: снижение захвата 

кальция при низких концентрациях нейротрансмиттера глутамата, что может 

обусловить большую эффективность рецепторного сигнала; и одновременно - 

в условиях эксайтотоксических концентраций глутамата при неизменном 

клеточном кальциевом ответе в присутствии соединения наблюдается 

практически полная защита митохондрий от деполяризации, а также 

увеличение кальциевой ёмкости и дыхательной резервной ёмкости 

митохондрий.  Это открывает новые практические подходы к использованию 

вновь выявленного механизма митопротекции - как универсального 

механизма защиты от гибели и увеличения функциональной активности 

нервных клеток. 
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Показана возможная связь между увеличением устойчивости 

митохондрий к индукции открытия пМП и снижением тяжести судорожного 

состояния при пилокарпин-вызванном эпилептическом статусе и 

стимулированием нейрогенеза во взрослом мозге мышей, что даёт 

возможность использовать митопротекторные стратегии при поиске 

противосудорожных и нейрорегенеративных препаратов. 

Практическую значимость работы подтверждает тот факт, что два 

соединения-лидера, отобранные на основе их митопротекторного эффекта, 

успешно прошли доклинические испытания в рамках Государственных 

контрактов, ещё одно соединение-лидер проходит доклинические испытания 

по контракту с ФМБА РФ. 

1.5. Методология и методы исследования. 

 

Проведенное исследование направлено на совершенствование 

методологии поиска новых лекарственных препаратов для лечения 

нейродегенеративных заболеваний. Методология самого исследования 

включала информационный поиск и анализ литературных данных, 

исследования механизмов действия известных препаратов, выбор 

необходимых характеристик для нейропротекторов митохондриального типа 

действия, формирование нового комплекса методик для их анализа. 

Следующий этап включал применение этого методологического подхода для 

поиска эффективных нейропротекторов митохондриального типа действия в 

библиотеках соединений, выбор соединений-лидеров и верификация их 

эффектов на клеточных и in vivo моделях нейропатологии.  Используемые в 

данном исследовании методы включают современные методы анализа 

митохондриальных функций с использованием спектрофотометрии, 

флюорометрии, респирометрии высокого разрешения, анализа 

биоэнергетических характеристик изолированных митохондрий и клеток, 
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методы и модели на клеточных культурах, модели нейродегенерации, 

эпилепсии на животных. 

1.6.  Основные положения, выносимые на защиту: 

 

1. Оценка митопротекторного потенциала соединений является 

необходимым этапом при поиске болезнь-модифицирующих лекарственных 

препаратов для лечения спорадических форм нейродегенеративных 

заболеваний, в частности, болезни Альцгеймера, сочетание митопротекторной 

активности с компенсаторным механизмом стимуляции нейромедиаторной 

функции может обеспечить создание нового поколения лекарственных 

препаратов для лечения спорадической формы болезни Альцгеймера.  

2. Биохимические принципы поиска и отбора перспективных 

кандидатов в лекарства для лечения нейродегенеративных заболеваний на 

основе исследования их способности нормализовать функциональные 

характеристики митохондрий определяют необходимость комплексного 

исследования влияния на митохондриальный потенциал, кальций-вызванное 

«набухание» митохондрий и кальциевую ёмкость митохондрий.  

3. Оригинальная комплексная система оценки нейропротекторного 

потенциала соединений на основе разработанного комплекса методов для 

определения влияния на функциональную активность митохондрий 

обеспечивает одновременно оценку возможной токсичности соединений и 

устойчивости митохондрий к индукции открытия пор митохондриальной 

проницаемости. 

4. Модельные и вновь синтезированные блокаторы глутаматных 

рецепторов модулируют кальций-зависимое открытие пор митохондриальной 

проницаемости, что позволяет предположить возможную структурную 

общность компонентов поры и глутаматных рецепторов. 

5. Наиболее перспективные как митопротекторы соединения-лидеры 

различных структурных типов проявляют нейропротекторную активность на 
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клеточных и in vivo моделях нейродегенерации, стимулируют нейрогенез и 

проявляют противосудорожную активность.  

6 Уникальный механизм двойственного влияния на кальций-

буферную систему митохондрий, заключающийся в снижении захвата кальция 

митохондриями при его низких физиологических концентрациях и 

увеличении кальциевой ёмкости митохондрий, характерен для соединения-

лидера класса адамантан-содержащих индолов. 

7. Выявленные соединения-лидеры, обладающие митопротекторным 

действием и значительным нейропротекторным эффектом на клеточных и in 

vivo моделях заболеваний, успешно прошли доклинические испытания.   

1.7. Степень достоверности и апробация работы. 

 

Современные методы исследования, проведение не менее трёх 

независимых повторов экспериментов, использование необходимых 

соответствующих контролей и применение адекватных методов 

статистической обработки результатов с помощью лицензированных 

программ (GraphPad, Excel) обеспечивают достоверность полученных данных. 

Воспроизводимость экспериментов подтверждает достоверность 

экспериментальных результатов. Успешная верификация нейропротекторного 

эффекта соединений-лидеров на моделях нейродегенеративных заболеваний in 

vivo и в наибольшей степени – в рамках проводимых доклинических 

испытаний этих фармакологических субстанций также подтверждает 

достоверность данного исследования. 

Результаты диссертационной работы были представлены на 4th Annual 

Meeting ICGP, Basel, Switzerland, Oct.14-16, 2004; 4th INMED/TINS conference 

“Nature and Nurture in brain development and neurological disorders”, 4-7 

September, 2005, abstract 18.  La Ciotat, France; Симпозиуме “Современное 

состояние исследований, диагностики и терапии нейродегенеративных 

заболеваний (болезни Альцгеймера, Паркинсона и др.), Москва, 17-18 ноября 
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2005 г; Конференции “Фундаментальные науки – медицине”. Москва. 27-29 

ноября 2006 г.; XIV European Bioenergetics Conference. 22-27 July 2006. 

Moscow; Proc. of 8th International Symposium on Neurobiology and 

Neuroendocrinology of Aging, 2006, Bregenz, Austria; ECNP. September 2006. 

Paris; III съезда фармакологов России “Фармакология – практическому 

здравоохранению”, 23-27 сентября 2007 г., г. С-Петербург; 21st ECNP 

Congress, 30 August - 3 September 2008, Barcelona, Spain IV Российской 

научно-практической конференции «Болезнь Альцгеймера и когнитивные 

нарушения в пожилом возрасте: достижения в нейробиологии и терапии», 4-5 

июня 2008, Москва,; 44th ISTC-RIKEN BSI workshop “Bridging non-linear 

dynamics with cellular and molecular neuroscience” 18-19 march 2008; ELRIG 

Drug discovery (September, 2009) Liverpool; 5ый международный 

междисциплинарный конгресс «Нейронаука для медицины и психологии». 

Судак, Крым, Украина, 3-13 июня 2009г; International symposium on the 

pathophysiology of reactive oxygen and nitrogen species. Salamanca (Spain), 2010; 

MipTec - The Leading European Event for Drug Discovery. Basel. 2010; Society 

for Neuroscience Meeting, Washington, USA, November 11-15. 2011; 8th IBRO 

Word Congress of Neuroscience; Первая Российская конференция по 

медицинской химии (MedChem Russia-2013) с международным участием; 

29ый конгресс Европейского колледжа Нейропсихофармакологии, Вена, 

Австрия, сентябрь 2016г; 3-я Российская конференция по медицинской химии, 

Казань, Россия, 28 сентября - 3 ноября 2017; V Съезд фармакологов России 

«Научные основы поиска и создания новых лекарств», 2018, Ярославль; 4-я 

Российская конференция по медицинской химии с международным участием, 

2019, Екатеринбург. 

1.8. Конкретное личное участие автора в получении результатов. 

 

Автору принадлежит ключевая роль в выработке цели и направления 

исследования, определении задач, плана и методологии исследования. 
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Основная часть экспериментальной работы, статистическая обработка 

результатов и анализ выполнены с непосредственным участием автора. Под 

руководством автора защищены две кандидатские диссертации, автор также 

являлась соруководителем третьей диссертационной работы. 

1.9. Публикации.  

 

По материалам исследований опубликовано 33 статьи в журналах, 

индексируемых в Web of Science, Scopus, RSCI, из них 18 в журналах 1 и 2 

квартилей, 5 статей в журналах, индексируемых в РИНЦ, 6 тезисов докладов, 

опубликованных в журналах, индексируемых в Web of Science 1 и 2 

квартилей, получено 5 патентов.  
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2. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

 

Нейродегенеративные последствия травм мозга, ишемических 

состояний и собственно нейродегенеративные заболевания в настоящее время 

представляют собой как медицинскую, так и в значительной степени 

социальную проблему. В России ежегодно регистрируются около 450 000 

случаев этих заболеваний. Когнитивные нарушения могут быть как легкими, 

так и  тяжелыми, вплоть до развития деменции. В 55-65% случаев умеренные 

когнитивные нарушения прогрессируют до клинически очерченной деменции, 

преимущественно альцгеймеровского типа, в течение 5 лет. 

Нейродегенеративные последствия также часто возникают в результате травм 

мозга и эпилептических состояний, что главным образом связано с гипоксией 

мозга при этих состояниях. Согласно статистике, хроническая ишемия мозга 

встречается в 70 - 75% от всех случаев цереброваскулярных заболеваний, а 

актуальность профилактики и своевременное лечение этой патологии 

определяется в первую очередь её социальной значимостью, связанной с 

развитием нейродегенерации, ведущей к целому ряду неврологических и 

психических расстройств, которые являются основными причинами стойкой 

утраты трудоспособности пациентов.  

Развитие терапевтических стратегий для лечения нейродегенеративных 

повреждений мозга в настоящее время является одним из наиболее 

критичных, но и наиболее активно развивающимся направлением 

биомедицинских исследований. 

Следует отметить, что эти стратегии могут представлять собой:  

1) заместительную терапию, призванную компенсировать утраченные 

когнитивные функции, повысить эффективность нейротрансмиттерной 

передачи в мозге (именно к этому направлению относятся все 

зарегистрированные препараты для лечения нейродегенеративных 

заболеваний в настоящее время), 
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2) болезнь-модифицирующую терапию, основанную на воздействии на 

ключевые этапы или мишени патогенеза конкретного заболевания, и 

направленную на значительное замедление и остановку развития 

патологического процесса и 

 3) нейропротекторную и регенеративную терапию, целью которой 

является как остановка процесса нейродегенерации, так и возможное 

восстановление утраченных функций, прежде всего за счёт стимуляции 

процессов нейрогенеза в мозге.  

Нужно отметить, что нормализация функций митохондрий, увеличение 

их устойчивости к индукции процесса скачка митохондриальной 

проницаемости и энергетической эффективности может внести вклад во все 

эти направления.  

Прежде всего, энергетическая состоятельность нейрона является 

абсолютно необходимым условием для эффективной работы нейрона и 

нейротрасмиттерной передачи.  

Во-вторых, есть значительное количество экспериментальных данных, 

доказывающих взаимосвязь таких болезнь специфических факторов как 

образование амилоида, гиперфосфорилирование тау-белка с нарушениями 

функций митохондрий. 

И наконец, собственно процессы нейрональной гибели зависят от 

состояния митохондрий.  

Успех поиска стратегии лечения заболеваний и эффективных 

лекарственных препаратов закономерно связан со знанием патогенеза 

заболевания и, соответственно, основных мишеней, взаимодействие с 

которыми может обеспечить блокаду развития патологического процесса.  

Наиболее распространенным нейродегенеративным заболеванием в пожилом 

возрасте является болезнь Альцгеймера (БА). Для нее характерно неуклонное 

снижение когнитивных функций и памяти вплоть до полного распада 

личности. Для БА как и для многих других нейродегенеративных заболеваний 

как исходные триггеры заболевания, так и патогенетическая цепочка развития 
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заболевания остаётся в целом нерешенной проблемой, несмотря на 

значительное число исследований [1-4]. Наследственные формы БА 

составляют не более 10% от всех заболевших [5]. Для спорадической формы 

БА возраст является важнейшим фактором риска и это во многом определяет 

интерес к митохондриям как возможному фактору развития 

нейродегенеративной патологии и мишени для поиска нейропротекторов. 

До настоящего времени для лечения БА основными препаратами 

являются препараты, действие которых обеспечивает компенсаторный 

когнитивно-стимулирующий эффект, что связано с влиянием на 

нейротрансмиттерные системы. К ним относятся и четыре наиболее часто 

применяемых препарата: три ингибитора ацетилхолинэстеразы - ривастигмин, 

донепезил, галантамин и внутриканальный низкоаффинный ингибитор 

NMDA-подтипа глутаматных рецепторов - мемантин, повышающие 

эффективность холинэргической и глутаматной нейротрансмиссии. Вместе с 

тем, активно развиваются направления поиска препаратов, способных 

остановить развитие патологического процесса. Прежде всего, это воздействие 

на известные пути патогенеза болезни Альцгеймера, что отражается в 

относительном вкладе  соединений с различными механизмами действия в 

общую статистику клинических испытаний. Так, из общего числа около 2170-

ти клинических испытаний препаратов, проведенных до 2019 года, 22,3% - 

составляют препараты, действие которых направлено на блокаду амилоидного 

пути развития патогенеза, 12,2% - действующие на тау-патологию при БА, 

17% препараты, мишени действия которых связаны с митохондриальной 

гипотезой патогенеза БА и 7,9% - препараты нейрососудистого действия. 

Кроме того,  19% составляют препараты, действующие на процессы 

нейротрансмиссии, [6].   
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2.1. Митохондрии и патогенез нейродегенеративных заболеваний 

 

Митохондриальная гипотеза развития нейродегенеративных 

заболеваний и, в частности, БА тесно связана с митохондриальной теорией 

старения. Митохондриальная теория старения основывается на идее 

порочного круга: накопление с возрастом мутаций мтДНК увеличивает 

нарушения работы ДЦМ, что провоцирует продукцию свободных радикалов, 

что обуславливает дальнейшее нарастание мутаций мтДНК. Накапливаясь, 

митохондриальные нарушения приводят к биоэнергетическому коллапсу в 

клетках и к явной дисфункции и дегенеративным изменениям клеток и 

органов. Согласно митохондриальной теории БА [7], возраст-зависимое 

снижение эффективности митохондриального дыхания приводящее к 

увеличению продукции свободных радикалов и окислительному стрессу, в 

условиях определённого генетического бэкграунда и/или последствий ряда 

других продегенеративных патологических событий в жизни пациента 

приводят к специфическим, характерным для БА нарушениям – появлению 

амилоидных отложений, гиперфосфорилированию тау белка, нарушениям 

когнитивных функций. Показано, что именно нарушения работы дыхательной 

цепи митохондрий являются причиной не только окислительного стресса, а 

также нарушений кальциевого гомеостаза, амилоидоза и 

гиперфосфорилирования тау-белка на клеточном уровне). Кроме того, и in 

vivo нейроны отвечают на окислительный стресс увеличением продукции β-

амилоида. Предполагают, что это связано с физиологической функцией этого 

пептида, как подлинным антиоксидантом, который может действовать как 

супероксид дисмутаза. Действительно, увеличение продукции β-амилоида 

снижает последствия окислительного стресса [8]. По этой логике пациенты с 

наследственной формой БА с мутациями предшественника Aβ теряют из-за 

мутации эффективную антиоксидантную способность, а отложения Аβ сами 

по себе являются маркерами не нейротоксичности как таковой, а 

окислительного дисбаланса и реакции на окислительный стресс.  
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С другой стороны, в 2005 году впервые было показано, что 

внутримитохондриальное накопление олигомерных форм Aβ предшествует 

внеклеточному накоплению [9]. Ранее, нами было показано, что токсичность 

Aβ может быть обусловлена и прямым взаимодействием с митохондриями – 

индукцией открытия пор МП [10]. Олигомеры Aβ вызывают значительное 

нарушение работы дыхательной цепи митохондрий, и также индуцируют 

открытие пор МП, что запускает каскад гибели клетки и усугубляет 

окислительный стресс, что может вызвать продукцию Aβ. Таким образом, 

именно нарушение митохондриальной функции запускает цикл само-

стимулированной генерации Aβ. Кроме того, многочисленные исследования 

показывают, что как нарушения энергетических функций в целом, так и 

нарушения работы митохондрий являются одними из самых первых признаков 

БА [11].  

Нужно отметить, что помимо возраста, факторами риска для развития 

спорадических форм нейродегенеративных заболеваний является как 

недостатки здорового образа жизни, так и целый ряд неврологических 

нарушений – нейрососудистые нарушения, травматические повреждения 

мозга, диабет, депрессия, эпилептические эпизоды [12-17]. Для практически 

всех вышеперечисленных патологических состояний нарушения функций 

митохондрий играют роль и как непосредственный участник развития 

нарушений и как один из главных виновников вторичных нарушений и, в 

частности, последующей нейродегенерации, возможного развития 

когнитивных нарушений и в ряде случаев БА.  

В частности, убедительные доказательства роли митохондрий в 

развитии эпилепсии следуют из наблюдений, симптоматики и изучения 

редких орфанных наследственных митохондриальных заболеваний, 

практически всегда сопровождающимися эпилептическими припадками, 

например MERRF-синдром (миоклонус-эпилепсия с наличием "рваных 

красных волокон" в мышечном биоптате) и MELAS-синдром 

(митохондриальная энцефаломиопатия, лактат-ацидоз, инсультоподобное 
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состояние). Мутации митохондриальной ДНК, нарушения митохондриальных 

функций и спонтанная судорожная активность проявляются при обоих 

заболеваниях [18]. Кроме того, эпилепсия значительно чаще встречается у 

больных БА, чем у здоровых людей того же возраста [19]:  в три раза чаще для 

спонтанной формы БА и в 87 раз чаще у больных с наследственной формой 

БА [20]. А для больных, имеющих диагноз эпилепсия, с возрастом показана 

значительно большая частота возникновения БА [21]. 

Показана роль митохондрий в развитии и возникновении приобретенных 

форм эпилепсии, составляющих более 60% всех форм эпилепсии. Именно 

нарушения функций митохондрий и окислительный стресс становятся 

факторами, которые могут способствовать эпилептогенезу и хронической 

эпилепсии [22]. Дисфункция митохондрий при моделировании хронической 

формы эпилепсии (литий-пилокарпиновая модель) проявляется в снижении 

активности комплекса I и IV дыхательной цепи митохондрий, повышении 

активности комплекса II и снижении митохондриального потенциала [23]. 

Нарушения гомеостаза кальция в астроцитах и нейронах также являются 

фактором эпилептогенеза, и повышенная концентрация цитозольного кальция 

может вызывать чрезмерную синхронизацию нейронов, в том числе и в связи с 

нарушением  захвата кальция митохондриями [24-26]. Именно поэтому, 

нормализация способности митохондрий регулировать цитозольный кальций, 

в значительной степени благодаря повышению их кальциевой ёмкости, 

способности буферезировать излишки кальция может быть одним из 

механизмов противосудорожной терапии. 

Но описанное выше нарушение митохондриальных функций как при БА, 

так и ряде неврологических состояний с возможными нейродегенеративными 

последствиями, приводит не только к снижению способности митохондрий 

регулировать гомеостаз кальция в клетке, но и к снижению порога для 

индукции открытия пМП, что является ключевым этапом каскадов гибели 

клеток и приводит со временем к запуску порочного круга развития 

нейродегенеративных процессов. Именно поэтому митохондрии, регуляция их 
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способности накапливать ионы кальция и особенно процесс МП, являются 

крайне перспективной мишенью для поиска нейропротекторных препаратов 

[27-29].  

 

2.2. Регуляция митохондриального гомеостаза кальция  

 

Существуют различные способы увеличения устойчивости митохондрий 

к открытию пор МП, одним из перспективных подходов является регуляция 

кальциевого гомеостаза митохондрий. Это может быть реализовано через 

модуляцию процессов захвата и выброса кальция митохондриями, 

ингибированию формирования и открытия пор МП с соответствующим 

увеличением кальциевой ёмкости митохондрий, что особенно важно для 

нейронов в мозге. Поглощение Ca
2+

 в матрикс митохондрий реализуется через 

потенциал-зависимый митохондриальный унипортер Ca
2+

 (MCU), 

расположенный во внутренней мембране и представляющий собой белковый 

комплекс, состоящий из порообразующего компонента - и нескольких 

регуляторных единиц. Использование ингибиторов MCU предполагается как 

один из перспективных путей преодоления нейродегенеративных последствий 

после травматических повреждений мозга [30], при болезни Паркинсона, 

боковом амиотрофическом склерозе, БА [31]. С одной стороны, перегрузка 

митохондрий Ca2+, особенно в условиях окислительного стресса, запускает 

открытие поры МП, что ведёт к гибели клетки, то есть стимуляции 

нейродегенеративного процесса. И в этом случае, применение ингибиторов 

митохондриального захвата кальция может обеспечить нейропротекторный 

процесс. Но, с другой стороны, увеличение митохондриального Ca
2+

 

стимулирует митохондриальную биоэнергетику. Это предполагает 

физиологическую роль митохондриального Ca
2+

 в адаптации продукции 

энергии – АТФ – к нуждам физиологической активности данной клетки. 
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Поэтому важнее было бы предотвратить перегрузку митохондрий кальцием, 

не блокируя полностью вход кальция в митохондрии. 

Учитывая то, что делеция MCU не полностью блокирует 

митохондриальный захват Ca
2+
, можно предположить возможное 

существование дополнительных путей захвата Ca
2+

 митохондриями [32]. 

Одним из возможных таких путей является антипортер Ca
2+

/H
+
, способный 

работать также как К
+
/H

+
 обменник [33]. Также до сих пор обсуждается так 

называемая система «быстрого поглощения» Ca
2+

 (rapid uptake mode, RaM) 

[34], которая с большой скоростью обеспечивает захват кальция 

митохондриами в условиях низких концентраций цитозольного кальция. Но 

молекулярная природа этого механизма не известна, нокаут MCU нарушает  

также и митохондриальный захват кальция в режиме RaM, и есть 

предположение, что этот феномен реализуется также через MCU в особой 

структурной организации [35].  

Выброс ионов кальция из митохондрий реализуется через антипортер 

Na
+
/Ca

2+
 (NCLX), расположенный также во внутренней митохондриальной 

мембране и использующий электрохимический градиент Na
+
 для вытеснения 

Ca
2+

 из митохондрий, был недавно молекулярно идентифицирован. Есть 

экспериментальные доказательства того, что снижение активного выброса 

Ca
2+

 из митохондрий подавляется на ранних этапах патогенеза БА. Этот 

ранний компенсаторный ответ на метаболический стресс в нейроне затем 

быстро превращается дезадаптивный из-за перегрузки митохондрий кальцием 

и нейродегенеративных последствий этого. Таким образом, раннее подавление 

активного выброса кальция из митохондрий ускоряет развитие БА, а его 

увеличение может быть основой терапии для уменьшения прогрессирования 

БА и других нейродегенеративных заболеваний [36]. 
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2.3. Соединения, влияющие на митохондриальные функции, как 

нейроактивные препараты 

2.3.1. Стимуляция клеточной биоэнергетики.  

 

Препараты, мишенью которых являются митохондрии условно можно 

разделить на группы: компенсация энергетической недостаточности при 

нейродегенерации – это стимуляторы клеточной и митохондриальной 

биоэнергетики и активаторы биогенеза митохондрий; митохондриальные 

антиоксиданты и нейропротекторы - соединения, увеличивающие 

устойчивость митохондрий к открытию пор МП. 

Энергетическая недостаточность, характеризующаяся снижением 

потребления глюкозы и нарушениями митохондриальной биоэнергетики, 

является наиболее ранним признаком, проявляющимся уже на продромальной 

стадии болезни Альцгеймера [37]. Нарушения транспорта глюкозы через 

гематоэнцефалический барьер и её метаболизма используются как один из 

маркеров ранних стадий болезни Альцгеймера, но также является и одним из 

факторов патогенеза и перспективной терапевтической мишенью для 

предотвращения и лечения болезни Альцгеймера на ранних стадиях [38, 39].  

Известно, что инсулинорезистентность повышает риск развития 

деменции [40]. Более того, в последние годы ряд исследователей называют 

болезнь Альцгеймера диабетом 3его типа [41, 42]. Инсулин играет важную 

роль в метаболизме энергии в мозге и его рецепторы достаточно обширно 

представлены в височной доле мозга, играющей вместе с гипокампом важную 

роль в формировании долговременной памяти, обработке  визуальной и 

слуховой информации, понимании языка [43]. Известно, что инсулин-

чувствительный переносчик глюкозы GLUT4 экспрессируется в участках 

мозга, связанных с процессами формирования памяти и когнитивными 

функциями, в частности в гиппокампе. Поэтому одним из путей активизации 

биоэнергетики мозга могло бы быть дополнительное его обеспечение 
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глюкозой, а частности, благодаря введению инсулина. Клинические 

испытания II/III стадии эффективности интраназального введения инсулина 

были проведены на достаточно репрезентативной выборке больных болезнью 

Альцгеймера и вселяют надежду на появления нового пути лечения этого 

заболевания [https://www.aarp.org/health/dementia/info-2019/alzheimers-drugs-

clinical-trials.html, Craft S 2018]. В то же время, кажется маловероятным, что 

только обеспечение биоэнергетическими субстратами может обеспечить 

значительный терапевтический успех при лечении БА, особенно учитывая 

нарушения не только системы транcпорта и метаболизма глюкозы, но и 

значительную дисфункцию митохондрий мозга при БА. 

Гипометаболизм глюкозы в головном мозге при БА тесно связан с 

нарушением энергетического метаболизма в цепи окислительного 

фосфорилирования и в лобной, височной и париетальной части коры 

головного мозга у пациентов с БА коррелирует со сниженным уровнем 

тиаминдифосфата в крови, критического кофермента пируватдегидрогеназы и 

α-кетоглутаратдегидрогеназы в цикле Кребса и транскетолазы в 

пентозофосфатном пути [44]. Снижение активности дыхательной цепи 

митохондрий, экспрессии и активности отдельных комплексов этой цепи 

обнаруживается уже на ранних продромальных стадиях заболевания у людей 

и до проявления симптоматики на животных с моделью болезни Альцгеймера 

[45]. Более того, у трансгенных нематод Caenorhabditis elegans с экспрессией 

пан-нейронального βА даже до появления минимально определяемого уровня 

агрегатов βА наблюдается сниженная активность скорость-лимитирующего 

фермента цикла трикарбоновых кислот α-кетоглутарат дегидрогеназы. Этот 

эффект сопровождается более ранним увеличением карбонильных 

производных белков именно в митохондриях, что позволяет предположить 

триггерную роль нарушений редокс-состояния митохондрий в снижении α-

кетоглутарат дегидрогеназы и увеличении продукции склонного к 

агрегированию βА [46]. Было показано, что лекарственный препарат для 

лечения диабета 2 типа, снижающий уровень глюкозы в крови - метформин 
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(Рисунок 1) даёт в данном случае положительный эффект: позволяет 

предотвратить снижение активности α-кетоглутарат дегидрогеназы, появление 

агрегатов βА и даже продлить жизнь свободноживущей нематоды 

Caenorhabditis elegans. При фармакологических концентрациях метформин 

увеличивает активность ДЦМ и деление (fission) митохондрий [47]. 

С нарушениями митохондриальных энергетических функций при 

болезни Альцгеймера связано и развитие направления «митохондриальных 

усилителей» для лечения ранних стадий болезни Альцгеймера. К их числу 

относятся коэнзим Q и его синтетический аналог – идебенон (Рисунок 1), 

способные переносить электроны от комплексов I и II на комплекс III, 

стимулировать работу электронно-транспортной цепи митохондрий и 

увеличивать продукцию АТФ. Также эти соединения обладают 

антиоксидантной и радикал-связывающей активностью. Ранее было показано 

значительное увеличение соотношения окисленной формы коэнзима Q к 

общему его содержанию в спиномозговой жидкости больных с болезнью 

Альцгеймера [48, 49]. Данные о защитном эффекте соэнзима Q и его 

синтетических аналогов  в различных in vitro и in vivo моделях амилоидоза и 

β-амилоидной токсичности, а также стимуляция им нарушенных когнитивных 

функций у возрастных животных и у диабетических крыс на фоне β-амилоида 

широко представлены в научной литературе [50].  Исследования возможности 

их применения, в том числе и при комплексной терапии продолжаются и в 

настоящее время, несмотря на то, что не было показано значительной 

достоверной эффективности в клинических испытаниях  [51-53]. 

Близким по механизму взаимодействия с митохондриями, способным 

реализовывать альтернативный перенос электронов на цитохром оксидазу, 

увеличивая таким образом её активность и обладающий антиксидантными 

свойствами, является препарат метиленовый синий (MС, Рисунок 1). MС 

является членом семейства фенотиазинов с широким спектром 

терапевтических и диагностических применений [54-56]. Благодаря сочетанию 

липофильных свойств и наличия отрицательного заряда (т.н. «липофильные 
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катионы») MС легко проникает через гематоэнцефалический барьер, 

клеточную и митохондриальную мембрану и диффундирует в 

митохондриальный матрикс, где при низких дозах он способен подвергаться 

окислительным и восстановительным процессам под действием ферментов 

электронтранспортной цепи, усиливая митохондриальное дыхание [57]. Таким 

образом, MС является мощным «шунтирующим» окислительно-

восстановительным агентом с высокой биодоступностью для митохондрий, 

может снижать образование митохондриальных АФК и, соответственно, 

задерживать клеточное старение [58, 59]. МС является представителем так 

называемых мультитаргетных препаратов, способных одновременно 

действовать на несколько биомишеней. Так, помимо отмеченного действия на 

митохондрии, он модифицирует активность ряда мембранно-связанных 

переносчиков и ионных каналов, в частности, потенциал-зависимого Na+ 

канала и Ca2+-зависимого К+ канала [60, 61], и активность холинэргической, 

моноаминэргической или глутаматэргической синаптической 

нейротрансмиссии [62-64] и, соответственно, может проявлять когнитивно-

стимулирующие свойства. Многие исследователи связывают этот эффект не 

только с влиянием на рецепторные и ферментные структуры 

нейротрансмиттерных систем, но и в значительной степени с направленным на 

митохондрии действием [65]. Перечисленные выше свойства дали основание 

считать, что MС обладает высоким потенциалом для лечения ишемических и 

гипоксических расстройств, болезни Альцгеймера и некоторых других 

нейродегенеративных заболеваний [55, 56, 66, 67]. Важно отметить, что МС 

значительно снижает уровень аномальных агрегатов таких белков как 

хантингтина, α-синуклеина, тау-белка и β-амилоида. Однако возможные 

механизмы, благодаря которым реализуется защитный  эффект, могут быть 

различными - от активации протеасомной системы,  окислительно-

восстановительного ингибирования процессов фибриллизации и 

соответствующего уменьшения количества олигомеров β-амилоида или α-

синуклеина до ингибирования образования тау-фибрил с одновременным 
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увеличением гранулярных тау олигомеров [68-73].  В последнем случае – 

увеличении содержания гранулярных нерастворимых олигомеров тау-белка с 

β-складчатой структурой, которые являются основным нейротоксическим 

типом тау-белка, это может являться причиной отсутствие достоверного 

положительного эффекта  на III стадии  клинических испытаний этого 

соединения для лечения болезни Альцгеймера [74] В последние годы 

проводились клинические испытания малых доз лейко-формы MС (Рисунок 1) 

на пациентах с болезнью Альцгеймера. Результаты согласуются с более 

ранними исследованиями, подтверждающими гипотезу о том, что это средство 

может быть эффективным в качестве монотерапии и что 4 мг два раза в день 

могут служить так же, как и более высокие дозы. Тем не менее, для проверки 

этой гипотезы требуется дополнительное рандомизированное исследование 

[67].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 1 Биоэнергетические стимуляторы 
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Разобщение окислительного фосфорилирования, несмотря на 

отрицательное влияние на энергетические характеристики клетки, также 

рассматривается как возможный путь для нейропротекции. Как упоминалось 

ранее, вход Ca
2+

 в митохондрии зависит от митохондриального потенциала. 

FCCP - карбонилцианид-п- (трифторметокси)фенилгидразон, являющийся 

протонофором и сильным разобщителем окислительного фосфорилирования 

деполяризует митохондриальную мембрану и ингибирует поглощение Ca
2+

 

митохондриями, в том числе и вызванное олигомерами βA(1-42) и выброс 

цитохрома c из митохондрий [75]. Эти результаты предполагают возможность 

нейропротекторного эффекта деполяризующих разобщителей при условии 

отсутствия их значительной токсичности. Аллостерические модуляторы 

разобщающих белков могли бы представлять более безопасный 

альтернативный подход для фармакологического снижения 

митохондриального мембранного потенциала. 

 

2.3.2. Стимуляция биогенеза митохондрий. 

 

Другим путём компенсации сниженной митохондриальной функции 

может быть направление, связанное со стимуляцией биогенеза, т.е. de novo 

образования митохондриальных структур. Регуляторные механизмы, 

связанные с биогенезом митохондрий включают peroxisome proliferator-

activated receptor (PPAR) и коактиваторы транскрипции, такие как peroxisome 

proliferator-activated receptor γ coactivator-1 (PGC-1) family, ядерные 

транскрипционные факторы - nuclear respiratory factors 1 (NRF-1) and 2 (NRF-

2) и митохондриальный транскрипционный фактор ТFAM. Коактиватор 

транскрипции PGC-1α является ключевым регулятором биогенеза 

митохондрий и активно экспрессируется в тканях с высоким потреблением 

энергии, в том числе и в мозге, особенно в период созревания, и является 
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основным регулятором биогенеза митохондрий, координируя экспрессию 

соответствующих транскрипционных факторов. Важно отметить, что 

содержание PGC-1α  значительно снижено в мозге больных болезнью 

Альцгеймера и уровень его экспрессии обратно пропорционален 

выраженности деменции [76]. Нарушения PGC-1α-опосредованного биогенеза 

митохондрий обнаруживается у мышей с 3xTg моделью болезни Альцгеймера 

не только до появления олигомеров β-амилоида, но и раньше появления 

митохондриальных нарушений [77]. Таким образом, активация экспрессии 

PGC-1α может быть перспективным путём преодоления биоэнергетического 

дефицита при болезни Альцгеймера. Вместе с тем, избыточная активация 

PGC-1α ведёт к аномальному биогенезу митохондрий и оказывается 

токсичной, в том числе и вызывая нарушение когнитивных функций [78]. 

Поэтому оптимальным путем было бы увеличение PGC-1α благодаря 

активации его регулятора – PPAR. Агонист PPAR (α, β/δ, ɤ) безафибрат 

(Рисунок 2), используемый для лечения дислипидемии, снижает уровень тау-

белка, активацию микроглии, усиливает биогенез митохондрий и улучшает 

поведенческие характеристики у трансгенных мышей с моделью таупатии 

P301s [79], и в настоящее время проходит клинические испытания для лечения 

болезни Альцгеймера. Агонисты PPAR-ɤ - тиазолидинтионы, пиоглитазон и 

розиглитазон (Рисунок 2), используемые для лечения диабета, в значительной 

степени могут стимулировать биоэнергетику нейронов и улучшать память у 

мышей с моделью болезни Альцгеймера. Другой PPAR-гамма агонист 

розиглитазон проявил значительное улучшение когнитивных функций в 

испытаниях на ограниченной группе пациентов со слабыми когнитивными 

нарушениями. К сожалению, в развёрнутых клинических испытаниях не было 

выявлено достоверной эффективности, кроме того, это соединение слабо 

проникает через гематоэнцефалический барьер [80-84].  

Биоэнергетическое «усиление» и стимуляция биогенеза митохондрий 

являются очевидными мишенями для лекарственных препаратов, 

применяемых на крайне ранних стадиях альцгеймеро-подобной патологии, но 
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их применение как единственного лечения для больных с выраженной 

симптоматикой вряд ли окажется достаточно эффективным. 

 

Рисунок 2 Стимуляторы митохондриального биогенеза 

 

 

2.3.3. Ингибиторы процесса открытия пор митохондриальной 

проницаемости. 

 

Еще одно, и пожалуй, одно из наиболее очевидных и перспективных 

направлений создания леварственных препаратов для лечения болезни 

Альцгеймера – это поиск нейропротекторов, основным механизмом действия 

которых является увеличение устойчивости митохондрий к индукции 

открытия пор МП. Это могут быть лиганды киназ, действие которых связано с 

регуляцией чувствительности пор МП. В частности, регуляция пор МП 

связана с активностью киназы гликоген-синтазы 3β (КГС-3β). 
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Фосфорилирование КГС-3β по серину 9 положительно коррелирует с порогом 

открытия пор МП: ингибирование КГС-3β снижает связывание CyP-D с ANT, 

взаимодействие которых может значительно снизить порог открытия пор МП 

[85]. 

Но прежде всего, это ингибиторы поры МП, включая и модуляторы 

кальциевого гомеостаза митохондрий, антиоксиданты и упоминаемые выше 

разобщители окислительного фосфорилирования. 

Важнейшей кальций-зависимой функцией митохондрий является их 

ключевая роль в запуске каскадов клеточной гибели как результата индукции 

процесса МП. Впервые этот феномен был показан в 1979 году в работе [86]. 

Физиологическая роль этого процесса не ограничивается апоптотической 

элиминацией клеток в процессе развития, уничтожением 

скомпроментированных митохондрий (митоптоз) и клеток, но также связана и 

с регуляцией физиологических функций в возбудимых клетках - 

функционированием поры как быстрого канала выхода кальция из 

митохондрий, особенно в состоянии обратимой низкопроводимой формы [87-

92]. Недавно была показана ещё одна потенциальная физиологическая роль 

МП, вернее, её обратимой низкопроводимой формы, результатом которой 

могут быть мерцательные всплески продукции и выброса из митохондрий 

супероксида – именно эти вспышки супероксида являются сигнальным 

триггером дифференциации нейрональных клеток-предшественников в 

зубчатой извилине гиппокампа [93].  

Тем не менее, именно ингибиторы МП способны предотвращать 

развитие нейродегенеративных процессов и могут рассматриваться как 

потенциальные нейропротекторы. Существуют различные подходы к поиску 

соединений, способных увеличивать устойчивость митохондрий к индукции 

открытия пор МП. Прежде всего, это традиционый подход выявления 

молекулярных мишеней с известными структурами связывающих центров с 

дальнейшим виртуальным и экспериментальным скринингом различных 

химических структур. Этот путь тесно связан с вопросами состава, структуры 
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образуемой поры МП и знанием механизмов действия её эндогенных 

регуляторов. Однако, несмотря на крайне интенсивное изучение этой 

проблемы она остаётся ещё очень далекой от разрешения. Первоначально 

появление неспецифической проницаемости митохондриальных мембран 

связывали с активностью фосфолипаз и именно с разрушением мембран [94]. 

В научной литературе можно встретить несколько гипотез структуры поры 

МП. Комплекс, состоящий из поли-R-3-гидроксибутирата, полифосфатов и 

катионов кальция (PHB/polyp/Ca
2+

 комплекс), выделенный из митохондрий 

печени крыс, обладает свойствами, схожими со свойствами поры МП [95], 

позже было показано, что поли-R-3-гидроксибутират является частью системы 

митохондриального ионного транспорта с высоким сродством к ионам Са
2+

 

[96]. Важно отметить, что полифосфат играет существенную роль в 

митохондриальном метаболизме и в процессах накопления Ca
2+

 

митохондриями. Экспериментально показано, что снижение уровня 

полифосфата увеличивает кальциевую ёмкость митохондрий и снижает 

вероятность Са
2+

-вызванного открытия поры МП [97]. Как гидролиз, так и 

образование полифосфата может быть связано с активностью 

митохондриальной АТФ-синтазы, причём для образования необходимо 

присутствие субстратов дыхательной цепи и неорганического фосфата [98].  

В рамках гипотезы о строении поры как мультибелкового образования 

было предложено значительное количество гипотез, предполагающих, что 

структура поры может быть сформирована с участием таких компонентов 

митохондриальных мембран как: в наружной мембране митохондрий - 

потенциал-зависимый анионный канал (VDAC), апоптоз-регулирующие белки 

семейства Bcl-2 (олигомеры Bax и Bak с участием Bid белка); во внутренней 

мембране митохондрий - ряд митохондриальных мембранных транспортных 

систем, в частности, транслоказа адениновых нуклеотидов (ANT) и 

переносчик неорганического фосфата (PiC); а также металлопротеиназа 

спастической параплегии 7 (SPG7), с-субъединица F0-АТФ-синтазы и димеры 

фермента F1FO-ATP синтазы во внутренней мембране (Рисунок 7). Кроме 
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того, показано, что с-субъединица F0-АТФ-синтазы при взаимодействии с 

PHB/polyp/Ca
2+

 комплексом также могут образовывать канал, обладающий 

свойствами пор МП [99]. Вместе с тем, для всех вышеперечисленных 

кандидатов есть экспериментальные молекулярно-генетические 

доказательства возможности формирования пМП без их участия [88, 100-104].  

Пожалуй, единственный компонент пМП, регуляторная роль которого 

не оспаривается - это пептидил-пролил, цис-транс изомераза  циклофилин Д -  

[105, 106].  

Кроме того, функциональная активность поры зависит от редокс-статуса 

митохондрий, наличия неорганического фосфата, а также креатинкиназы, 

TSPO - транслокаторного белка (до 2006 года называвшегося периферическим 

бензодиазепиновым рецептором), и состояния компонентов дыхательной цепи 

[107-110].  

Открытие пор МП регулируется потоком электронов через комплекс 

дыхательной цепи I. Повышенная вероятность открытия пор наблюдается в 

митохондриях скелетных мышц, когда поток электронов увеличивается через 

комплекс I (но не через комплекс II, III или IV). Кроме того, убихинон 0 и 

децилубихинон являются мощными ингибиторами МП независимо от метода, 

используемого для индукции открытия пор МП, что указывает на то, что эти 

хиноны являются общими ингибиторами пор. Убихинон 0 столь же 

эффективен, как и ЦсА, в присутствии субстратов комплекса II сукцината, и 

более эффективен, чем ЦсА в присутствии субстратов комплекса I глутамата и 

малата. Если предположить, что эндогенные убихиноны связываются со 

структурными элементами пор МП, стабилизируя их в закрытой 

конформации, увеличение потока электронов через комплекс I может 

вытеснить убихиноны с этого сайта, увеличив, в свою очередь, вероятность 

открытия поры [111]. 

Cуществует также гипотеза о том, что пора МП образована 

мембранными белками с нарушенным вследствие окислительного и прочих 
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видов стресса фолдингом и ее регулируют шапероноподобные белки, к 

которым относится, в частности, и циклофилин Д [112].  

Циклофилин Д блокирует проводимость через эти белковые агрегаты, но 

когда число подобных белковых кластеров превышает количество 

циклофилина Д, происходит нерегулируемое открытие пор, стимулируемое 

кальцием и ингибируемое связыванием ЦсА с циклофилином Д. Функции 

неизбирательного канала, взаимодействующего с кардиолипином и 

обеспечивающего выброс цитохрома С из митохондрий могут играть и 

патогенетически связанные с нейродегенеративными заболеваниями 

олигомерные формы тау белка-441, α-синуклеина, β-амилоидного пептида, 

[113], в том числе и благодаря связыванию с проапоптотическими белками 

Bak семейства bcl2 [114]. Показано, что олигомеры Aβ могут образовывать 

неспецифический ионный канал как в клеточной мембране, так и в мембране 

митохондрий [115]. Анализ трехмерной структуры показал, что олигомеры Aβ 

могут образовывать канал и в липидном бислое, и этот канал проявляет 

сильное селективное сродство к ионам кальция [116, 117]. 

В соответствии с моделями структуры поры МП было разработано 

значительное количество её специфических ингибиторов как лигандов её 

потенциальных структурных составляющих.   

Прежде всего, это лиганд циклофилина Д – специфический и 

высокоэффективный (IC50=0.5нМ) ингибитор МП циклоспорин А (Рисунок 3). 

Однако поскольку он обладает рядом нежелательных свойств - 

иммуносупрессивным действием, активно секвестрируется эритроцитами, 

плохо проникает через гематоэнцефалический барьер и др., были разработаны 

его неиммунносупрессивные производные и аналоги. В частности, это 

алиспоривир (Рисунок 3, Debio025), который десенситизирует МП, но не 

влияет на активность кальцинейрина, снижает интенсивность некротической 

гибели клеток, и оптимизирует кальциевые сигналы в состоянии стресса у 

мышей с моделью миодистрофии Дюшенна; N-метил-4-изолейцин-

циклоспорин - NIM811 (Рисунок 4), показавший способность восстанавливать 
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как характеристики митохондрий, так и снижать маркеры апоптоза и 

уменьшать площадь дегенерации в спинном мозге, а также функциональные 

характеристики [118]; и низкомолекулярные лиганды циклофилина Д - 

ингибиторы МП, такие как производное 4- аминобензолсульфонамида - C-9 

(Рисунок 3), который также предотвращает Аβ-индуцированные набухание 

митохондрий и гибель клеток [119-121].  

Было также выявлено значительное количество циклофилин Д 

независимых ингибиторов МП - производные имидазолов. тиадиазолов, 

мочевин;  N-фенил-бензамидины, изоксазолы и другие [122]. В частности, это 

соединения, предотвращающие олигомеризацию VDAC1 и, соответственно, 

образование неспецифического канала в наружной мембране митохондрий как 

компонента поры МП, связанного с выбросом цитохрома С из митохондрий 

[123, 124]. В результате скрининга библиотеки из 1,468 соединений с 

использованием метода биолюминесцентного резонансного переноса энергии 

для оценки VDAC1 олигомеризации были выделены соединения-лидеры – 

замещённые производные пиперазина и пиперидина VBIT-3 и VBIT-4 

(Рисунок 4), которые  ингибируют не только олигомеризацию VDAC1, но и 

предотвращают деполяризацию и выброс цитохрома С из митохондрий и 

апоптоз [125]. Для соединения-лидера группы коричных анилидов GNX-4728 

(Рисунок 4) показано, что ингибирование кальций-индуцированного и 

потенцированного окислительным стрессом процесса МП связано со 

стабилизацией взаимодействия между другими предполагаемыми 

компонентами поры МП - PiC и с-конформацией ANT. 
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Рисунок 3 Ингибиторы MPT – лиганды циклофилина Д 
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Рисунок 4 Ингибиторы MPT – циклофилин Д независимые 
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Ингибирование МП соединением GNX-4728 сопровождается 

увеличением кальциевой ёмкости митохондрий мозга. Как следствие 

митопротекторной активности, для этого соединения показано улучшение 

моторных функций, выживаемости мотонейронов и функциональной 

целостность нервно-мышечного соединения у мышей с мутацией супероксид 

дисмутазы - hSOD1-G37R, которые являются трансгенной моделью 

амиотрофического латерального склероза (БАС) [126].  

Однако данных по проведению или инициации клинических испытаний 

для лечения болезни Альцгеймера или других нейродегенеративных 

заболеваний для вышеописанных соединений в настоящий момент ещё нет.  

 

Значительная часть соединений с показанным нейропротекторным 

потенциалом также обладают всеми характеристиками ингибиторов или 

десенсибилизаторов MП, но не имеют установленной молекулярной мишени 

как компонента поры МП. Более того, наиболее распространённые в 

настоящее время методы скрининга ингибиторов пМП являются скорее 

фенотипическими [127, 128]. Одним из первых препаратов, предотвращающих 

открытие пМП и предназначенных для лечения болезни Альцгеймера был 

димебон (Рисунок 5). Уникальной особенностью димебона можно назвать 

мультинаправленность его действия, наличие когнитивно-стимулирующего и 

нейропротекторного эффектов с соответствующим сочетанием мишеней. 

Когнитивно-стимулирующий эффект препарата связывают, в основном, с 

ингибированием ряда нейрональных рецепторов и ионных каналов, в том 

числе серотониновых 5-HT7 рецепторов, глутаматных рецепторов и 

потенциал-зависимых кальциевых каналов L-типа [129-132]. Отличия в 

эффективных концентрациях при действии на эти мишени могут быть 

причиной и наблюдаемой волнообразной дозозависимости когнитивно-

стимулирующего эффекта Димебона в in vivo экспериментах [133]. Важной 

особенностью действия Димебона является его способность именно 

нормализовать нарушенные в условиях стресса или патологии функции. В 
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частности, не вызывая изменений в составе фосфолипидов мозга, Димебон 

нормализовал нарушения фосфолипиднрого состава, вызванные 

одновременным введением фактора некроза опухолей [134]. 

Нейропротекторный потенциал димебона может во многом быть результатом 

его способности увеличивать функциональную устойчивость митохондрий. На 

изолированных митохондриях печени и мозга крыс было показано, что 

димебон подавляет индукцию МП различными стимулами (ионами фосфата, 

кальция или трет-бутилгидроксипероксидом – тБГП). Ингибирование 

индукции МП димебоном сопровождается увеличением кальциевой ёмкости 

митохондрий [135], что вносит свой вклад в когнитивно-стимулирующие 

свойства димебона, нормализуя синаптическую нейротрансмиссию. 

Нейропротекторный эффект димебона широко подтверждается на клеточных 

культурах: как защита от глутаматной эксайтотоксичности, амилоидной, 

МФП
+
-, AF64A-, тБГП- и иономицин-вызванной токсичности и т.п. С 

использованием первичной культуры нейронов коры головного мозга мышей 

и клеток нейробластомы человека SH-SY5Y было показано, что уже 

наномолярные концентрации димебона увеличивают выживаемость клеток 

при иономицин-вызванной токсичности, стабилизируют митохондриальный 

трансмембранный потенциал и увеличивают уровень АТФ в клетке [136].  

В то же время, важно отметить, что и для одобренного в настоящее 

время для лечения БАС препарата эдаравона (Рисунок 4) [137] помимо 

антиоксидантного и радикал-связывающего эффекта, показана способность 

ингибировать открытие пМП, в том числе и потенцированное Аβ [138, 139]. 

 Молекулярная мишень в составе поры МП для этого соединения не 

определена. Другое соединение, активно развиваемое в настоящее время как 

потенциальный лекарственный препарат для лечения БАС - TRO19622 

(Рисунок 5, Olesoxime) является лигандом предполагаемого регулятора поры 

МП - митохондриального транслокаторного белка 18 кДа (TSPO). TSPO 

расположен в основном в местах контакта внешней и внутренней 

митохондриальных мембран. TSPO транспортирует холестерин через 
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митохондриальные мембраны и регулирует митохондриальный стероидогенез, 

в том числе и продукцию нейростероидов. Лиганды TSPO могут играть 

важную роль в нейропротекции как благодаря модуляции эндогенной 

продукции нейростероидов в нервной системе [140], так и благодаря  

регуляции процесса МП [141-145].  

Нейропротекторную и митопротекторную активность на клеточных 

моделях амилоидоза и таупатии проявили производные имидазо [1,2-с] 

хиназолинона (Рисунок 5), которые являются высокоаффинными лигандами 

TSPO. Эти соединения увеличивают сниженный синтез прегненолона в 

митохондриях клеток нейробластомы с повышенной экспрессией 

предшественника амилоидного пептида, а также в клетках с оверэкстпрессией 

тау-белка, в том числе и с мутацией характерной для AD - P301s. Кроме того, 

они в значительно меньшей концентрации эффективно восстанавливают 

синтез АТФ, повышают митохондриальный потенциал [146-148].  

Ряд лигандов TSPO в настоящее время проходят II или III фазы 

клинических испытаний: TRO40303 (Олезоксим) как кардиопротектор, 

снижающий последствия реперфузии, XBD173 и этофоксин как анксиолитики 

и TRO19622 как потенциальное лекарственное средство для мышечной 

атрофии позвоночника (SMA) и БАС (Рисунок 5). Олезоксим увеличивает 

выживание мотонейронов, а in vivo у трансгенных мышей с мутациями 

супероксиддисмутазы, характерными для БАС (SOD1G93A), улучшает 

двигательную активность, задерживает начало клинического заболевания и 

продлевает выживание животных, причём этот эффект авторы связывают 

именно с подавлением открытия пМП и высвобождения цитохрома С из 

митохондрий [149]. Также показан нейропротекторный и митопротекторный 

эффект олезоксима TRO19622 и на модели амилоидоза как модели БА (Thy-1-

AβPPSL). TRO19622 восстанавливает активность комплекса IV дыхательной 

цепи митохондрий и митохондриальный потенциал в диссоциированных 

клетках мозга Thy-1-AβPPSL мышей, хотя увеличивает уровень Aβ(1-40) [150]. 
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Рисунок 5 Ингибиторы MП –лиганды транслокаторного белка TSPO 
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2.4. Ингибиторы МП как пронейрогенные препараты 

 

Весь накопленный массив данных о структуре и регуляции пор МП, во 

многом противоречивый, может свидетельствовать о том, что процесс 

формирования пор МП зависит как от типа клеток, в которых находятся 

митохондрии, так и от условий в данный момент времени, от соиндукторов её 

открытия. То есть пора МП может быть образована различными ансамблями 

участников и регулироваться различным набором регуляторов. И тем не 

менее, не вызывает сомнения тот факт, что увеличение устойчивости 

митохондрий к индукции МП имеет большое значение как для стимуляции 

синаптических функций и нейропротекторного потенциала, так и для 

синаптической пластичности и нейрогенеза. 

Во время нейрогенеза в субвентрикулярной зоне 60% клеток 

новорожденных подвергаются клеточной гибели в течение 6-дневного 

периода [151], а в зубчатой фасции гиппокампа 50% нейронов 

новорожденного умирают в базовых условиях [152]. Существует множество 

данных о том, что запрограммированная гибель клеток является одним из 

важнейших регуляторов нейрогенеза и у взрослых и значительное число 

новых нейрональных клеток подвергается гибели [153]. Поэтому стратегии 

выживания клеток для усиления нейрогенеза in vivo могут быть очень 

перспективным направлением. А процесс МП как ключевой этап апоптоза 

может быть важным регулятором нейрогенеза у взрослых.  

Так, специфический ингибитор МП циклоспорин А увеличивает in vitro 

количество нейросфер и in vivo количество нейрональных клеток-

предшественников в зубчатой фасции гиппокампа, в значительной степени 

благодаря способности увеличивать выживаемость вновь 

дифференцированных клеток, что связано с его свойством ингибировать МП 

[154]. Стимулируют нейрогенез в гипокампе также димебон и бром-

содержащий карбазол Serono-1 (Рисунок 6), причем авторы отмечают 

корреляцию между митопротекторным эффектом, нейропротекцией и 
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пронейрогенной активностью: наиболее активное соединение во всех тестах – 

соединение-лидер P7C3 (Рисунок 6) в ряду аминопропилкарбазолов, менее 

активны Serono-1  и димебон [155].  

 

 

Рисунок 6 Ингибиторы MPT как пронейрогенные препараты 
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Как в вопросах выживаемости-гибели зрелых и вновь образованных 

нейронов, так и в вопросе дифференцировки полипотентных клеток при 

нейрогенезе митохондрии играют крайне важную роль. Дифференцировка 

полипотентных клеток в нейроны сопровождается переключением 

биоэнергетики клетки с анаэробного гликолиза на аэробное окислительное 

фосфорилирование. Образующиеся при работе дыхательной цепи в результате 

кратковременного локального открытия пМП «вспышки» (flash) образования 

супероксид-анионов, по-видимому, являются одним из механизмов регуляции 

дифференцировки этих клеток. В зависимости от частоты вспышек-открытия 

пМП и выброса супероксид-аниона клетка либо включает каскад 

дифференцировки, либо реагирует на повышение свободных радикалов 

супероксид-анионов запуском апоптоза или некроза. [93, 156]. Поэтому, очень 

перспективными представляются, именно модуляторы МП, т.е. соединения, 

увеличивающие устойчивость митохондрий к индукции МП, увеличивающие 

пороговые значения ионов кальция, при которых наблюдается необратимое 

открытие пМП, но не подавляющих полностью этот процесс. 

 

2.5. Митохондрии как регуляторы синаптической пластичности 

 

Благодаря  способности регулировать внутринейронный, 

внутрисинаптический кальций, уровень АТФ и продукцию АФК митохондрии 

играют ключевую роль и в других процессах нейропластичности - 

способности мозга адаптивно изменяться прежде всего структурно и 

функционально в процессе обучения, запоминания, а также в ответ на 

повреждение как под действием экотоксинов, травматических и 

эпилептических повреждений мозга [25, 157, 158], так и связанное с развитием 

возраст-зависимых нейродегенеративных процессов [159]. В частности, в 

процессах важных для обучения и формирования памяти - в динамичекой 

регуляции долговременной потенциации и долговременной депрессии (ДВП и 
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ДВД), высвобождении нейромедиаторов и в ремоделировании синапсов [160-

162]. Показано участие изоформ потенциал-зависимого анионного канала - 

VDAC1 и VDAC3 и угнетающая роль внутрижелудочкового введения 

высокоаффинного ингибитора МП циклоспорина А в процессах ДВП [163]. 

Оценка соотношения процессов ДВП/ДВД в значительной степени 

используется во многих различных экспериментальных условиях и на 

животных моделях в качестве индикатора когнитивной функции; и нарушение 

регуляции ДВП/ДВД является характерной чертой ряда состояний с риском 

нейродегенерации и нейродегенеративных заболеваний, в частности, болезни 

Альцгеймера [164]. Состояния, которые способствуют ДВД, например после 

значительного повышения внутриклеточных олигомерных форм Aβ, 

способствуют потере синапсов. С другой стороны, восстановление 

способности нейронов к ДВП, может представлять собой защитный механизм 

для сохранения синаптической пластичности и когнитивных функций. 

Введение ингибитора МП циклоспорина А восстанавливает нарушения 

соотношения процессов ДВП/ДВД в срезах гиппокампа после 

травматического повреждения мозга [157]. 

Стимуляция энергетической функции митохондрий мозга также может 

быть основой для восстановления синаптической пластичности. Так, ацетил-

L-карнитин (ALC), который является донором ацетильной группы для 

образования ацетилкофермента А без расходования АТФ и кислорода, 

способен восстанавливать процессы ДВП на модели ишемии, вызванной 

азидом натрия. Таким образом, ALC обеспечивает улучшение энергетического 

обеспечения нейронов в условиях нейротоксичности, а также обладает 

антиоксидантным эффектом. Важно, что одновременно ALC восстанавливает 

функционирование митохондриального дыхательного комплекса IV, 

нарушенного в ишемической модели ДВП [165].  

Антиоксидантная активность, направленная на преодоление именно 

митохондриального окислительного стресса, также может явиться 

механизмом восстановления синаптической пластичности. Введение 
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митохондриально-направленного антиоксиданта SkQT1 (Ошибка! Источник 

сылки не найден.) восстанавливало  ДВП, нарушенное введением токсичной 

формы бета-амилоида (1-42) в область CA1 гиппокампа крысы [166]. 

 Таким образом, соединения, способные поддерживать энергетическую 

функцию митохондрий и предотвращать аберантную продукцию свободных 

радикалов, снижать уязвимость митохондрий к индукции МП и нормализовать 

кальциевый гомеостаз могут влиять и на нарушенные при 

нейродегенеративных заболеваниях процессы синаптопластичности и таким 

образом улучшать процессы формирования памяти.  
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Рисунок 7 Основные, связанные с митохондриями мишени и их 

нейробиологические эффекты  

(ЦТК- цикл трикарбоновых кислот; ДЦМ – дыхательная цепь; НММ-

наружная митохондриальная мембрана; ВММ- внутренняя 

митохондриальная мембрана; ММП - межмембранное пространство; пМП-

пора митохондриальной проницаемости – VDAC – потенциал-зависимый 

анионный канал, BAX and BAK – проапоптотические белки Bcl-2 семейства, 

TSPO – транслокаторный белок, КК – креатин киназа, SPG7 - параплегин, 

ANT – переносчик адениновых нуклеотидов, PiC – фосфатный переносчик, 

ЦфД – циклофилин Д; PPAR – Рецепторы, активируемые пероксисомными 

пролифераторами, PGC-1α - Коактиватор гамма-рецептора, активируемого 

пролифератором пероксисом, 1-альфа, TFAM – митохондриальный 

транскрипционный фактор A). 

 

2.6. Мультитаргетные нейроактивные препараты. 

 

В последнее время для лечения возраст-зависимых 

нейродегенеративных заболеваний нарастающую популярность приобретают 

направления создания лекарственных препаратов с мультитаргетным типом 

действия, т.е. обеспечивающим влияние на несколько мишеней 

одновременно [167]. Оптимальным может быть сочетание мишеней, 

способных одновременно обеспечить наличие у потенциального 

лекарственного препарата когнитивно-стимулирующего эффекта, 

компенсируя уже утраченные функции, нейропротекторного эффекта, 

благодаря которому возможно замедлить или даже остановить нарастающую 

гибель нейронов и способности воздействовать на специфические болезнь-

формирующие механизмы, в частности, для болезни Альцгеймера это 

механизмы, связанные с продукцией токсичных форм олигомеров Аβ и тау-

белок связанные патологии. При создании таких препаратов оценка их 

потенциальной нейропротекции, их способности снижать уязвимость 

митохондрий к индукции МП приобретает особое значение. 
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Обоснование возможности создания препаратов, целенаправленно 

конструируемых для одновременного воздействия на различные клеточные 

мишени, участвующие в патогенезе заболевания базируется на знании о 

взаимозависимости различных клеточных путей и наличия общих 

структурных компонентов в различных клеточных структурах. Так, в 

последние годы получен ряд данных о существовании и в мембране 

митохондрий кальциевых каналов, подобных рецептор-связанным ионным 

каналам плазматической мембраны. Показано, что изоформы натрий-

кальциевого обменника плазматической мембраны (NCX) также 

экспрессируются и в митохондриях [168]. Серотониновые рецепторы 5-HTR3 

и 5-HTR4 подтипов также могут быть локализованы в митохондриальной 

мембране и их лиганды ингибируют процесс МП [169].  

Никотиновые ацетиохолиновые рецепторы ацетилхолина α7, α9, α10 

обнаружены в наружной мембране митохондрий, и показано, что они 

регулируют активность потенциал-зависимого анионного канала (VDAC) и 

МП [170, 171]. В последние годы было показано, что препарат донепезил, 

классический ингибитор АХЭ, одобренный A для лечения AD, оказывает, 

прежде всего, симптоматическое действие на пациентов с AD, улучшая их 

когнитивные функции. Но он же проявляет нейропротекторные свойства, 

снижая скорость атрофии мозга [172]. И вероятно, механизмом его 

нейропротекторного эффекта может быть именно влияние на митохондрии – 

на чувствительность их к индукции МП. Было показано, что донепезил 

снижает Аβ потенцированное набухание изолированных митохондрий мозга, 

увеличивая продукцию АТФ и снижая накопление Аβ в митохондриях, а 

также снижает и чувствительность к индукции МП изолированных 

митохондрий мозга трансгенных мышей APP/PS1 практически до уровня 

контрольных мышей [173]. Есть экспериментальные основания полагать, что 

нейропротекторный эффект донепезила, как и других применяемых в 

настоящее время для лечения болезни Альцгеймера ингибиторов АХЭ -  
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галантамина и ривастигмина может быть связан со стимуляцией α7- and α4- 

подтипов никотиновых рецепторов ацетилхолина (nAChRs) [174, 175]. 

Ряд работ свидетельствует о схожести (общности) глутаматных 

рецепторов и некоторых митохондриальных структур. ND2-субъединица 

комплекса I дыхательной цепи митохондрий (ДЦМ), которая кодируется 

митохондриальной ДНК, одновременно является адаптерным белком, 

обеспечивающим связывание Src тирозинкиназы с NMDA-рецепторным 

комплексом [176].  Показано, что митохондриальные мембраны содержат как 

NMDA-глутаматные, так и ГАМК рецепторы [177]. Кроме того, митохондрии 

экспрессируют белки комплекса кальциевого канала NMDA рецептора, и 

формируют рецепторно-канальный комплекс, функционально ему 

идентичный. Причём, направленная экспрессия NR1-NR2a субъединиц 

NMDA-рецепторного комплекса увеличивает внутримитохондриальный 

кальций и защищает нейрональные клетки от глутаматной токсичности [178].  

Всё вышесказанное может быть теоретическим обоснованием 

перспективности и реализуемости направления поиска мультитаргетных 

лекарственных препаратов, которые будут одновременно влиять на 

нейротрасмиттерные характеристики нейрона и обеспечивать 

митохондриалный тип нейропротекции. К мультаргетным препаратам можно 

отнести и значительную часть уже используемых для лечения или 

разрабатываемых препаратов – мемантин и донепезил, димебон, олезоксим и 

т.д. [149, 179, 180].  

Особый интерес представляет направленный поиск митопротекторных 

препаратов, способных оказывать защитное действие на самых ранних 

стадиях развития НДЗ. При этом большое практическое значение могут 

иметь препараты сочетающие способность увеличивать устойчивость 

митохондрий к индукции проапоптотических событий с воздействием на 

другие биомишени: как участвующие в патогенезе заболеваний и связанные с 

формированием так называемые «болезнь образующих факторов», в 

частности, с процессами образования и преодоления токсичности Аβ или 
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гиперфосфорилированного тау белка; так и на мишени (рецепторы или 

ферменты), обеспечивающие нейротрансмиттерное усиление и способные 

обеспечить компенсаторную стимуляцию когнитивных функций. Можно 

ожидать, что такие препараты будут способны обеспечить одновременно 

нейропротекторный эффект, стимуляцию когнитивных функций и болезнь-

модифицирующий эффекты. 

2.7. Заключение 

 

Анализ современного состояния исследований в области поиска новых 

эффективных путей лечения болезни Альцгеймера и других форм деменций 

позволяет заключить, что ведущими направлениями работ являются 

направленное создание препаратов, действующих на ключевые стадии 

патогенеза этих заболеваний [181-183].  

Поскольку митохондрии являются одним из ключевых (и наиболее 

ранних) звеньев в развитии нейродегенеративных процессов в мозге [184, 

185], и обеспечивают как функциональную активность, так и 

нейропластичность синапсов и нейронов, то поиск фармакологических 

агентов, способных нормализовать функционирование этой важнейшей 

биологической структуры для жизнеобеспечения нервной клетки в условия 

развивающейся патологии рассматривается сейчас как крайне перспективный 

подход к созданию высокоэффективных нейропротекторных препаратов 

(Рисунок 7) [186-188].   

Особый интерес при этом представляет возможность создания нового 

поколения мультитаргетных препаратов, которые могли бы сочетать в одной 

структуре способность нормализовать состояние митохондрий и усилить 

память и когнитивные функции за счет воздействия на рецепторные и 

ферментные системы, обеспечивающие передачу синаптического сигнала 

[189-191].  
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Результаты, полученные в последние годы в этих направлениях на 

уровне доклинических исследований, дают основание надеяться на 

положительное решение этих задач и принципиальную возможность 

создания нового поколения болезнь-модифицирующих агентов, способных 

не только компенсировать дефицит когнитивных функций, но и блокировать 

общее развитие нейродегенеративного процесса. 

 

3. МЕТОДЫ. 

3.1. Животные 

Для опытов in vitro использовали самцов нелинейных беспородных 

белых крыс, массой 200-300 г в возрасте 3.5 – 4 месяца. Для in vivo 

экспериментов были использованы мыши линий CD1, C57Bl6j и трансгенные 

5xFAD мыши, которые содержат обнаруживаемые при наследственных 

формах болезни Альцгеймера мутации: тройную мутацию в гене, 

кодирующем белок-предшественник, бета-амилоида, и двойную мутацию 

пресенилина (линия Tg (APPSwFlLon, PSEN1*M146L*L286V)6799Vas/J). 

Мышей использовали в возрасте 7-8 месяцев. 

Мыши и крысы разводились в виварии Центра доклинических 

исследований ИФАВ РАН и от рождения на протяжении исследования 

содержались в группах 5-8 штук в клетке либо поодиночке в стандартных 

лабораторных условиях (22 ± 1°C, 55% влажности, при свободном доступе к 

воде и пище) при цикле освещения 12:12 часов (выключение света в 19:00).  

Введение веществ мышам и забор биологического материала 

осуществляли с 8:30 до 9:30. Для забора биологического материала крыс 

наркотизировали СО2 и декапитацию проводили с помощью гильотины 

(“OpenScience”, Москва). Поведенческое тестирование мышей проводили в 

отдельном от комнат содержания лабораторном помещении, в темноте, с 9:00 

до 18:00. Для акклиматизации мышей приносили в экспериментальную 

комнату за час до начала экспериментов. 
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Все манипуляции с животными проводились в соответствии с 

решениями комиссии по Биоэтике ИФАВ РАН. 

3.2. Исследования на изолированных митохондриях 

3.2.1. Выделение митохондрий 

3.2.1.1. Выделение митохондрий печени 

Митохондрии из печени крыс выделяли по стандартной методике 

дифференциального центрифугирования с использованием буфера 

выделения следующего состава (210mM маннитол, 70mM сахароза, 5 mM 

Hepes, 0.5 мМ ЭДТА, 0.52 мМ ЭГТА, 1 мг/мл БСА, pH 7.4). Последнюю 

процедуру отмывки и окончательное суспендирование митохондрий 

проводили в буфере отмывания, состав которого аналогичен составу буфера 

выделения, но без ЭДТА и в присутствии 0.02мМ ЭГТА. Определение белка 

в препарате митохондрий проводили биуретовым методом. 

3.2.1.2. Выделение митохондрий из мозга крыс 

Из полушарий головного мозга крыс методом дифференциального 

центрифугирования выделяли синапто-митохондриальную р2-фракцию и 

несинаптосомальные митохондрии. Все процедуры по выделению 

митохондрий проводили при температуре 0-4˚С. 

 Крыс наркотизировали при помощи CO2 и проводили декапитацию с 

помощью гильотины (“OpenScience”, Москва). Быстро на льду извлекали 

мозг, отделяли полушария, измельчали ножницами, промывали в буфере 

выделения (225 мМ маннитол, 75 мМ сахароза, 10 мМ Hepes, 0.5 мМ ЭДТА, 

0.52 мМ ЭГТА, 1 мг/мл БСА, pH 7.4), и гомогенизировали с помощью 

гомогенизатора Поттера с тефлоновым пестиком (900 об/мин) в 

десятикратном объеме буфера выделения.  

Гомогенат центрифугировали при 1500g и 4
о
С в течение 10-15 минут. 

р2-Фракцию получали центрифугированием супернатанта при 10000-11000g 

и 4
о
С в течение 10-15 минут. Осадок р2-фракции ресуспендировали в 
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минимальном объеме буфера отмывания (225 мМ маннитол, 75 мМ сахароза, 

10 мМ Hepes, 0.02 мМ ЭГТА, pH 7.4). Использовали в течение 4-6 часов с 

момента выделения. Для дальнейшего получения митохондрий синаптосом и 

тел нейрональных клеток р2-фракцию ресуспендировали в 30% Перколле, 

разведенном в буфере выделения, до получения 13% суспензии Перколла. 

Эту суспензию аккуратно наслаивали на предподготовленный градиент 

из 40% и 23% Перколла. Пробирки центрифугировали при 30000 - 31000g и 

4
о
С в течение 15-20 минут. Отбирали несинатосомальную 

митохондриальную фракцию, расположенную на границе нижнего и 

среднего слоев Перколла, и ресуспендировали в буфере выделения в 

соотношении 1:4 (митохондриальная фракция:буфер). На границе верхнего и 

среднего слоёв Перколла собирали синаптосомальную фракцию, которую 

далее либо отмывали, либо с помощью детергента дигитонина (0.01%) 

разрушали синаптосомы и далее также отмывали для получения 

синаптосомальных митохондрий. Митохондриальные фракции отмывали от 

Перколла последовательным центрифугированием по 10 минут при 16000g в 

и 7000g при 4
о
С. Осадки ресуспендировали в минимальном объеме буфера 

отмывания. Выход митохондрий составлял 5-12 мг на мозг. Митохондрии 

хранили в закрытых пластиковых пробирках типа эппендорф на льду и 

использовали в течение 3-4 часов с момента выделения 

3.2.2. Определение мембранного потенциала митохондрий 

Мембранный потенциал митохондрий измеряли по разнице 

светопоглощения при 554-524 нм, или по флуоресценции λex/λem = 485 нм/590 

нм потенциал-зависимого индикатора сафранина О с использованием 

многофункциональных планшетных ридеров (Victor 3  или EnVision, Perkin 

Elmer, США).  

 Концентрация митохондрий составляла 0.2 мг/мл для 

несинаптосомальных, синаптосомальных митохондрий мозга или 0.5 мг/мл 
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для р-2 фракции мозга и митохондрий печени крыс. Сафранин (5 μМ) 

добавляли непосредственно перед началом измерения. 

Субстраты ДЦМ добавляли либо до начала записи, либо через 

необходимое время с помощью инжектора планшетного ридера или 

многоканального дозатора. Использовали следущие субстраты дыхания 

митохондрий: субстраты комплекса 1 ДЦМ -5 мМ глутамат калия и 2.5 мМ 

малат калия, либо 5 мМ пируват калия и 2.5 малат калия; субстрат комплекса 

2 ДЦМ – 5 или 10 мМ сукцинат калия в присутствии ингибитора комплекса 1 

мкМ ротенона, в ряде экспериментов использовали смесь субстратов 

комплексов 1 и 2 - 5 мМ глутамат, 2.5 мМ малат и 10 мМ сукцинат калия. 

Через время (5-10 минут) добавляли тестируемые соединения и продолжали 

регистрацию флуоресценции или светопоглощения, затем добавляли кальций 

для индукции МП.  В конце записи в некоторых случаях добавляли 1 мкМ 

CCCP для полной деполяризации митохондрий. Анализ полученных данных 

проводили с помощью программ Microsoft Excel и GraphPad.  

В случае использования метода одновременной регистрации 

митохондриального потенциала и «набухания» митохондрий строили 

графики зависимости от времени как светопоглощения Сафранина О при 

554-524 нм, так и значений светопоглощения при 554 нм.  

3.2.3. Исследование влияния соединений на «набухание» 

митохондрий 

Процесс «набухания» митохондрий, отражающий изменение формы 

митохондрий в результате открытия пМП, регистрировали 

спектрофотометрически в 96-луночных планшетах при 540, 554 или 620 нм 

на планшетных анализаторах Victor 3 или EnVision (Perkin Elmer, США) при 

30°С. Действие соединений исследовали как на препаратах энергизованных 

митохондрий (в присутствии субстратов дыхательной цепи митохондрий), 

так и на препаратах деэнергизованных митохондрий (в условиях 

ингибирования работы дыхательной цепи митохондрий). Концентрация 
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митохондрий составляла 0.2 мг/мл для несинаптосомальных и 

синаптосомальных митохондрий мозга или 0.5 мг/мл для митохондрий 

печени крыс. В качестве индукторов пМП использовали растворы хлорида 

кальция, атрактилозида, Аβ(25-35) или Аβ(1-42) . Максимальную скорость 

«набухания» оценивали как dA/dt для наиболее крутого участка кривой 

зависимости A от времени. 

3.2.3.1. Регистрация «набухания» энергизованных митохондрий 

Митохондрии с тестируемыми соединениями инкубировали в буфере 

следующего состава: 225 мМ маннитола, 75 мМ сахарозы, 10 мМ Hepes, 0.02 

мМ ЭГТА, 1 мМ KH2PO4, pH 7.4  в присутствии тех же вариантов субстратов 

ДЦМ, которые описаны выше. В контрольные пробы был добавлен равный 

объём растворителя (буфер или ДМСО). Концентрация ДМСО не превышала 

1%. Через 5 минут после начала записи к суспензии митохондрий добавляли 

необходимое количество индуктора открытия пМП.   

3.2.3.2. Регистрация «набухания» деэнергизованных митохондрий 

Митохондрии с тестируемыми соединениями инкубировали в буфере 

следующего состава: 150 мМ KCl, 25 мМ Hepes, 10 мМ Tris, 0.5 μМ ротенон, 

0.5 μМ антимицин А, 2 μМ A23187, pH 7.4. Остальное определение 

аналогично описанному ранее для определения влияния соединений на  

энергизированные митохондрий 

3.2.4. Регшистрация захвата ионов кальция митоходриями и 

кальциевой ёмкости изолированных митохондрий 

Захват ионов кальция и кальциевую ёмкость митохондрий печени, р2-

фракции мозга, синаптосомальных и несинаптосомальных митохондрий 

мозга крыс определяли либо спектрофотометрически с помощью индикатора 

кальция Арсеназо III, используя двухволновую методику регистрации 

светопоглощения при 654 и 685нм. либо спектрофлуориметрически с 

использованием не проникающего кальциевого зонда – Calcium Green™-5N 
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(CaG5N) при λex/em=506/532 нм. Измерения проводили на планшетных 

ридерах Victor 3 или EnVision (Perkin Elmer, США). Использовали различные 

способы добавок кальция к суспензии митохондрий: одиночная добавка, 

болюсное добавление кальция и добавление кальция в режиме «насоса».  

100 нМ CaG5N добавляли к суспензии митохондрий непосредственно 

перед началом измерения. Митохондрии в тех же количествах, которые 

описаны ранее для определения митохондриального потенциала, 

инкубировали в буфере, содержащем 120 мМ KCl, 20 мМ Hepes, 100 мМ 

сахарозу, 0.2 мМ KH2PO4, 0.45 мМ MgCl2, 0.15 мМ АДФ, 1 мг/мл 

олигомицин, pH 7.2, смеси субстратов ДЦМ и различные концентрации 

тестируемых соединений или равный объём растворителя. 

Режим «насоса». Эксперимент проводили в 24-луночных планшетах с 

добавлением каждые 20 секунд по 5 мкл раствора хлорида кальция к 

суспензии митохондрий. Таким образом, скорость «насоса» или добавления 

ионов кальция составила 10 μМ/мин (или 150 нмоль Са
2+
/мг белка 

митохондрий в минуту).  

Одиночная или болюсная добавка ионов кальция.  Эксперименты 

проводили в 96-луночных планшетах. В режиме болюсов CaCl2 добавляли к 

суспензии митохондрий инжектором каждые 2 - 5 минут по 20 - 30 нмолей 

Са
2+
/мг белка.  

Кальциевую ёмкость определяли как количество ионов кальция, 

которое могут захватить митохондрии суспензии до начала открытия пМП, 

т.е. до начала массированного выброса ионов кальция из митохондрий и 

повышения флюоресценции комплекса с ионами кальция зонда CaG5N, 

локализованого вне митохондрий. 
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3.3. Оценка влияния соединений на активность ДЦМ 

3.3.1. Респирометрия высокого разрешения 

Влияние соединений на работу ДЦМ оценивали по скорости 

потребления кислорода изолированными митохондриями в суспензии с 

помощью кислородных электродов Кларка на оксиграфе Oxygraph-2k 

(“Oroboros corp.”, Австрия)  

Для эксперимента с изолированными митохондриями печени или мозга 

крыс использовали протокол для последовательного измерения активностей 

комплексов ДЦМ. 

К суспензии митохондрий добавляли субстраты - 5 мМ глутамат и 2 

мМ малат (CI) или 5 μМ ротенон и 10 мМ сукцинат (CII); АТФ 

продуцирующее дыхание измеряли в присутствии 1 мМ AДФ; разобщенное 

дыхание оценивали в присутствии 0,05 μМ FCCP.  Энергетические состояния 

митохондрий и дыхательный контроль определялись по методу Чанса 

[Chance, B., 1955]. Рассчитывали скорость дыхания митохондрий в 

следующих энергетических состояниях: V1 – базальное, V2 – субстрат-

зависимое, V3 – фосфорилирующее, АТФ-производящее дыхание, в 

присутствии AДФ, V4 – дыхание после исчерпания добавленного ADP, а 

также дыхательный контроль (ДК) как отношение V3/V4. 

3.3.2. Оценка поглощения кислорода c помощью 

биоэнергетического анализатора SeaHorse XFe96 

Другой использованный метод для оценки митохондриального 

дыхания – с помощью кислородных флюоресцентных датчиков 

метаболического анализатора SeaHorse XFe96 (Agilent, США). 

Потребление кислорода измеряли с помощью анализатора потока 

Seahorse XF96 на синапто-митохондриальной р2 фракции в присутствии 

субстратов комплекса I пирувата (5 мМ) и малата (2-5 мМ) или субстратов 

комплекса II сукцината (5-10 мМ) и ротенона (1 μМ). , в соответствии с 

протоколом, описанным в работе [192], но с использованием 96-луночного 
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планшета вместо 24-луночного. Дыхание р2 фракции (5 μг/лунку) 

последовательно измеряли в сопряжённом состоянии с субстратом комплекса 

I или II (V2-базальное дыхание), далее после добавления АДФ через порт 

анализатора измеряли фосфорилирующее дыхание в присутствии АДФ и 

субстрата (состояние V3 по Чансу), нефосфорилирующее дыхание или 

дыхание в состоянии покоя, индуцированное добавлением 

олигомицина(состояние V4o), а затем максимальное дыхание, 

стимулированное разобщителем FCCP (Состояние V3u). 

 

3.4. Антиоксидантный потенциал соединений 

3.4.1. Определение перекисного окисления липидов в 

митохондриях печени крыс  

Перекисное окисление липидов (ПОЛ) в мембранах митохондрий 

оценивали по накоплению веществ, реагирующих с тиобарбитуровой 

кислотой (диеновых диальдегидов, малонового диальдегида - МДА) 

спектрофотометрически при λ=532 нм [193]. 

3.4.2. Определение ПОЛ в гомогенате мозга крыс 

Гомогенат мозг крыс получали гомогенизированием полушарий мозга 

крыс в 120 mМ KCl/20mМ Hepes на холоду и последующим выделением 

субклеточной фракции как супернатанта после центрифугирования при 

2000g. Приготовленный гомогенат мозга использовали в эксперименте в этот 

же день либо замораживали при –(18-24)
о
С. 

ПОЛ в гомогенате мозга крыс также определяли по содержанию МДА. 

В качестве окислителей использовали ионы Fe
2+

 (FeCl2), Fe
3+ 

(FeNH4(SO4)2·12H2O, FeCl3), или тБГП и Аβ(25-35) или Аβ(1-42). 

Регистрировали при длине волны 540 нм оптическую плотность на 

плашечном ридере Victor 3 или EnVision (PerkinElmer). В качестве контроля 

использовали гомогенат без добавления инициатора ПОЛ.  
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Эквивалент МДА рассчитывали, или используя коэффициент 

калибровки с 1,1,3,3-тетраэтоксипропаном, либо нормализуя показания 

между положительным контролем (в присутствии окислителя и 

растворителя) и отрицательным контролем (в присутствии только 

тестируемого соединения)  к количеству белка в пробе.  

3.4.3. Определение влияния соединений на активность 

фермента липоксигеназы. 

Активность липоксигеназы измеряли спектрофотометрически. по 

содержанию продукта окисления линолевой кислоты – соответствующего 

гидропероксида (9- и 13-гидропероксиоктадекадиеновой кислоты) при λ=234 

нм. 0.3мМ линолевой кислоты в боратном буфере (рН 9.0) инкубировали с 

различными концентрациями тестируемых соединений или равными 

объёмами растворителя. Реакцию запускали добавлением 500 единиц 

раствора фермента липоксигеназы 5 и в течении 10 минут при 25˚С 

регистрировали А234.  

Степень ингибирования липоксигеназы (I, %) определяли по формуле: 

I, % = vo (раствор вещества)/vo (ДМСО)*100% 

Значение начальной скорости (vo) рассчитывали по формуле: 

vo = dС/dt=dI/(dt)*ε 

где С - концентрация продукта, t – время реакции, ε – коэффициент 

молярного поглощения. 

Значения IC50 определяли с помощью программы GraphPad. 
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3.5. Верификация нейропротекторного эффекта соединений на 

клеточных моделях нейродегенерации 

3.5.1. Приготовление нейрональных первичных культур из 

мозга крыс 

У крысят вскрывали черепную коробку, извлекали мозжечок (у 7-9 

дневных крысят), гиппокамп или кору мозга (2-4 дневные крысята), 2-3 раза 

промывали в бескальциевом и безмагниевом растворе Хенкса (“Gibco”, 

США) с 0,04% NaHCO3 (HBSS) при +4ºС, измельчали и помещали на 15 мин 

в предварительно согретый до 37
о
С 0,05% раствор трипсина с 0,02% ЭДТА. 

После инкубации клетки осторожно двукратно отмывали от трипсина 

тёплым стандартным раствором Хенкса (“Gibco”, США) с феноловым 

красным, а затем культуральной средой МЕМ (Minimal Essential Medium, 

“Gibco”, США) с добавлением глюкозы, глутамина, NaHCO3, инсулина, 10% 

сыворотки инактивированной (МЕМ+FBS). Затем клетки диспергировали в 

свежей среде (МЕМ+FBS) до получения однородной суспензии, которую 

центрифугировали 1 мин при 3000 об/мин. Осаждённые клетки 

ресуспендировали в соответствующем объёме NBM (Neurobasal Medium, 

“Gibco”, США) с добавлением Supplement B-27 (“Gibco”, США), и 2 мМ L-

глутамина или GlutaMax (“Gibco”, США), антибиотиков пенициллина и 

стрептомицина (“Gibco”, США) и 20 mM KCl (“Sigma”) до количества 

нейронов – 3-5х10
6 
клеток/мл. Затем переносили на планшеты или для 

микроскопических исследований на покрвные стёкла, покрытые поли-D-

лизином (10 μг/мл) (“Sigma”) или полиэтиленимином (“Aldrich”). Через 1 час 

осторожно отсасывали среду, добавляли свежую культуральную среду NBM 

с вышеописанными добавками. Клетки оставались в течение 7-10 дней в 

инкубаторе (37
0
С, 95% воздуха + 5% СО2, относительная влажность 98%) в 

среде NBM. На 3-4 сутки культивирования в среду инкубации добавляли 

арабинозинмоноцитозид (5 μМ) для предупреждения пролиферации 
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ненейрональных клеток. Для выращивания смешанной ко-культуры 

нейронов и глии арабинозинмоноцитозид не добавляли. 

Постановку экспериментов с моделями нейротоксичности проводили 

на 8-10 дни культивирования нейрональных культур. 

3.5.2. Дизайн моделей нейродегенерации 

3.5.2.1. Эксайтотоксичность.  

Среду, в которой выращивались гранулярные нейроны мозжечка или 

нейроны коры мозга крыс, аккуратно удаляли и сохраняли в стерильной 

баночке. Нейроны промывали 2-3 раза буфером следующего состава: 140 мМ 

NaCl, 5 мМ KCl, 10 мМ глицин, 2 мМ CaCl2, 5 мМ глюкоза, 20 мМ HEPES, 

pH 7.4. Все эксперименты проводили при комнатной температуре. В этот 

буфер добавляли тестируемые соединения и 100 – 300 μМ глутамата.  Клетки 

с буфером на час оставляли в ламинаре или в термостате при 37
о
С.  

После инкубации с глутаматом (100-300μМ) клетки дважды промывали 

буфером с 2мМ MgCl2, без глицина и возвращали ту же самую среду, в 

которой они выращивались.  

Выживаемость нейронов оценивали через 24 часа после воздействия. 

3.5.2.2. Fe
3+

- вызванная токсичность 

Для изучения влияния веществ на Fe
3+

-индуцированную токсичность 

первичную культуру нейронов коры мозга крыс инкубировали в течении 2 

часов при 37°С с 0,1 мМ FeNH4(SO4)2x12H2O в новой клеточной среде. Затем 

клеточная среда заменялась (после двукратного промывания) на исходную с 

добавлением исследуемого вещества и через 24 часа после воздействия 

оценивали выживаемость клеток. 

3.5.2.3. β-Амилоидная токсичность 

Для изучения влияния веществ на βА -индуцированную токсичность к 

нейронам культуры коры мозга крыс добавляли исследуемое вещество и 
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преагрегированный 24 часа при комнатной температуре βА(25-35) или βА(1-

42). Выживаемость нейронов оценивали через 24 часа. 

3.5.2.4. Иономицин-вызванная токсичность (перенагрузка клеток 

кальцием) 

Для изучения потенциального нейропротекторного эффекта 

соединений в условиях кальциевого стресса использовали ионофор кальция 

иономицин, вызывающий неконтролируемый вход ионов кальция в клетки. К 

гранулярным нейронам мозжечка, нейронам коры мозга крыс или клеткам 

нейробластомы SH-SY5Y добавляли исследуемое вещество и 1,5 - 4μМ 

иономицина. Предварительно подбирали концентрацию иономицина, 

вызывающую гибель не более 30-50% нейронов. Выживаемость нейронов 

оценивали через 24 часа. 

  

3.5.2.5. Оценка выживаемости клеточной культуры  

МТТ-тест используется для анализа выживаемости различных клеток 

по способности дегидрогеназ восстанавливать неокрашенные формы 3-4,5-

диметилтиазол-2-ил-2,5-дифенилтетразола (МТТ-реагента) до голубого 

кристаллического фармазана. 

МТТ-тест проводили по методике, описанной Niks M. И Otto M. [194] с 

небольшими модификациями. В каждую лунку планшета с первичной 

культурой клеток вносили по 20 мкл раствора МТТ (5 мг/мл) (Sigma-Aldrich) 

и инкубировали на протяжении 2 ч при 37°С во влажной атмосфере с 5% 

СО2. Осадок образовавшегося формазана растворяли в 200 мкл ДМСО и 

измеряли фотометрически на планшетном ридере Victor 3 или EnVision 

(PerkinElmer) по разнице светопоглощения пробы при длинах волн 570 – 620 

нм. 
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3.5.3. Визуализация цитозольного и митохондриального 

кальция и митохондриального мембранного потенциала в 

нейронах. 

Нагрузка клеток ко-культуры гиппокампа или коры мозга крыс 

флюоресцентными маркерами кальция в цитозоле (5 μМ Fura-FF AM или  5 

μМ Fura-2 AM) или в митохондриях (Rhod-5N ) проводилась в течение 30 

минут при комнатной температуре с добавлением 0,005% плюроника F-127 

(Invitrogen Molecular Probes) в HEPES-буферном солевом растворе (HBSS), 

состоящем из (мМ): 156 NaCl, 3 KCl. , 2MgSO4, 1,25 KH2PO4, 2 CaCl2, 10 

глюкозы и 10 HEPES, pH= 7,35. Для одновременного измерения 

цитозольного кальция [Ca2 +] ц и потенциала митохондриальной мембраны 

(∆ψm) в культуры добавляли 1 M Rh123 (Molecular Probes) через 15 минут 

после добавления маркеров кальция. Затем клетки промывали HBSS 3-5 раз 

перед экспериментом. 

Получение изображений проводилось с помощью инвертированного 

эпифлюоресцентного микроскопа Olympus (Япония), оборудованного 

флюоритовым объективом 20х.  Флюоресцентные маркеры возбуждались 

лучом от ксеноновой лампы, прошедшим через фильтры 340, 380 и 490нм 

Cairn Research, Kent, Великобритания), контролируемый компьютерной 

программой Andor IQ (Великобритания) с временными интервалами 5 или 10 

с. Эмиссионные флюоресцентные изображения регистрировались с помощью 

CCD камеры (Retiga, QImaging, Surrey, BC, Канада) и обсчитывались при 

помощи программы Andor IQ. Сигналы нормализовали между уровнем покоя 

(0) и максимальным сигналом (100%) в ответ на добавление FCCP (1 μМ). 

Для измерений Rhod-5N конфокальной микроскопией на микроскопе Zeiss 

710 CLSM с 40x масляным иммерсионным объективом, λex/em= 563/580-630 

нм. Все представленные данные были получены как минимум из 5 

покровных стекол и 2-3 различных клеточных препаратов 
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Все изображения обрабатывались с помощью программы с открытым 

исходным кодом для анализа и обработки изображений. ImageJ. Нейроны, 

астроциты и глиальные клетки при обработке различали морфологически. 

 Математическая обработка полученных флуоресцентных сигналов 

проводилась с помощью GraphPad Prism версии 5.01 для Windows (Сан-

Диего, Калифорния, США) 

 

3.6. Исследование in vivo эффектов соединений 

3.6.1. Определение просудорожной активности 

Сравнение судорожной активности секуринина и его триптаминового 

производного - алломаргаритарина 

Работа выполнена на мышах C57Bl6j (самцы) (n=74). Мышам первой 

опытной группы (n=7) вводили секуринин внутрибрюшинно в дозе 20 мг/кг в 

ДМСО. Мышам второй опытной группы (n=7) вводили такую же дозу 

алломаргаритарина. Контрольным мышам вводили соответствующий объём 

ДМСО. Мышей помещали в прозрачные боксы для наблюдения. Оценивали 

наличие и тяжесть судорожного состояния мышей каждую минуту в течение 

30 минут по пятибалльной шкале [195]: 

0 баллов – нормальное поведение 

1 балл – ненормальное поведение, затаивание 

2 балла – подёргивания мыщц головы и шеи 

3 балла – вздрагивания всего тела, «встряхивания мокрой собаки» 

4 балла – клонические судороги, поза «кенгуру» 

5 баллов – тяжёлые тонико-клонические судороги с полной потерей позы. 
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3.6.2. Литий-пилокарпиновая модель эпилептического 

статуса. 

Эпилептический статус может быть достигнут интраперитонеальным 

введением высоких доз пилокарпина, агониста М1 мускариновых 

рецепторов, обычно более 300 мг/кг. Предварительное ведение хлорида 

лития за 24 часа до пилокарпина, потенциирует эпилептогенные свойства 

пилокарпина и позволяет снизить его дозировку в 5-10 раз. 

Мышам вводили LiCl в дозе 3 мэкв/кг в физ. растворе 

внутрибрюшинно. Через 24 часа вводили пилокарпин в дозе 70 мг/кг (в физ. 

растворе) внутрибрюшинно [Jope, 1986]. 

 За 15 минут до введения пилокарпина мышам опытной группы 

вводили внутрибрюшинно АМ в дозе 20 мг/кг в ДМСО (концентрация 10 

мг/мл), а мышам контрольной группы – соответствующий объём ДМСО.  

Оценивали тяжесть судорог по пятибалльной шкале каждую минуту в 

течение 2 часов. Через 2 часа блокировали судороги введением паральдегида 

внутрибрюшинно в дозе 0,6 мл/кг (в 10%-ном растворе). По результатам 

экспериментов строили графики зависимости средней тяжести судорог для 

каждой из групп от времени с момента введения пилокарпина.  

3.6.3. Оценка нейропротекторной и/или когнитивно-

стимулирующей активности соединений на in vivo моделях 

амнезии и нейродегенерации. 

3.6.3.1.  Общая схема экспериментов с соединениями, дозы и 

разведение  

Соединения растворяли в диметилсульфоксиде и физиологическом 

растворе (соотношение ДМСО/NaCl = 1/20) или в физиологическом растворе  

и вводили внутрибрюшинно в объеме 0,1 мл раствора на 10 г массы тела. 

Скополамин растворяли в физиологическом растворе и вводили подкожно в 

объеме 0,05 мл на 10 г массы тела. 
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В модели скополамин-вызванной амнезии скополамин и исследуемое 

соединение вводили мышам в течение 5 дней, согласно схеме, 

представленной на Рисунок 9. На 3й день введения начинали обучение в 

тесте кондиционирования страха, на 5й день проводили последнее 

тестирование и забор образцов мозга для последующего биохимического 

анализа. Выбор протокола введения и используемых доз основан на 

пилотных экспериментах.  

Учитывая, что экспериментатор представляет собой контекстуальный 

сигнал для животных, все эксперименты проводились одним человеком, 

который находился на одном месте в течение всего тестирования.  

 

Рисунок 8 Общая схема введения веществ и проведения теста 

кондиционирования страха. 

 

Для исключения ложноположительных или ложноотрицательных 

результатов проводили дополнительную оценку возможных эффектов 

соединений на двигательную, исследовательскую активность, тревожно- и 

депрессивно-подобное поведение мышей в тестах новая и темно-светлая 

клетки. 

3.6.3.2. Тест кондиционирования страха 

Тестирование проводили по ранее валидированному протоколу [196]. 

Экспериментальная установка аппаратно-программного комплекса «Шелтер» 

(ООО "НПК Открытая Наука", Россия) состояла из пластиковой коробки 

(высота - 44,5, ширина – 23,5, глубина – 24,5) и электрифицированного пола. 
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Интенсивность освещения установки составляла 25 Лкс. На 3й день введения 

исследуемого соединения проводили обучение мышей (Ошибка! Источник 

сылки не найден.). Для этого мышь помещали в установку на 2 минуты, 

последние 2 секунды подавали электрический ток, после чего животное сразу 

возвращали в клетку домашнего содержания. После каждого животного 

электрифицированный пол протирали влажным полотенцем. Через 24 часа 

проводили оценку следа памяти об аверсивном, негативном, воздействии 

(Тест 1): мышь помещали на 3 мин в ту же установку, что и при обучении. 

Оценивали процент фризинга, т.е. времени, проведенного в неподвижном 

состоянии, ожидании удара током, что рассматривается как критерий 

успешного обучения. Сразу же следовала сессия переучивания – мышь 

оставляли в установке еще на 7 минут без подачи тока. Таким образом, для 

угашения памяти, переучивания, что обстановка больше не опасна – у мышей 

было 10 минут. Через 24 часа, на 5й день введения исследуемого соединения, 

проводили 3-минутное тестирование по вышеописанной схеме (Тест 2). 

Ожидаемое в норме снижение времени фризинга расценивалось как критерий 

удачного переучивания, т.е. угашения памяти. Сразу же после Теста 2 

проводили эвтаназию мышей и извлечение мозга. 

3.7. Оценка влияния соединений на агрегацию Аβ  

3.7.1. Регистрация фибриллизации Аβ с тиофлавином Т 

Выбранный Аß (Аß(1-40) или Аß(1-42)) (Bachem, Switzerland) растворяют в 

ДМСО до концентрации 100 μМ. Обрабатывают ультразвуком с помощью 

дезинтегратора Bandelin Sonopuls Ultrasonic Homogenizer HD 2200 

мощностью 150 Вт в течение 30 на льду в течении 1 минуты для 

предотвращения агрегации. Нерастворившиеся агрегаты отделяют 

центрифугированием при 100000g в течении 60 минут при 40
о
С на 

ультрацентрифуге Optima MAX XP (Beckman), ротор MLA-50. Аликвоты 

разливают в криопробирки (по 100 μл) и помещают в морозильную камеру. 
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Непосредственно перед экспериментом 100 μМ Аß (100 % ДМСО) 

переводим в натрий-фосфатный буфер (PBS, состав:10 мМ фосфатный 

буфер, 100 мМ NaCl, 0,5 мМ ЭДТА, pH 7,4) до концентрации 10 μМ и снова 

центрифугируем при 100000g, 60мин. при 40С на ультрацентрифуге Optima 

MAX XP (Beckman), ротор MLA-50 для удаления нерастворившихся 

агрегатов. 

Контрольные и опытные пробы, содержащие исследуемое вещество 

или растворитель, азид натрия и 10 μМ Аß, помещают в термостат (t=37°). 

Негативный контроль представляет собой пробу, содержащую все 

компоненты за исключением, собственно, Аβ. Положительный контроль - 

проба с Аβ в присутствии только соответствующего объёма растворителя 

тестируемого соединения. Через 5, 24, 48 и 72 часа инкубации отбираем по 

200 μл раствора для анализа образовавшихся агрегатов флуоресцентным 

методом, а также 10 μл для подготовки образцов к 

электронномикроскопическому анализу структуры агрегатов методом 

негативного контрастирования.  

В отобранные пробы для флуоресцентного анализа агрегатов 

добавляем бензотиазольный краситель тиофлавин Т ТфТ, специфически 

взаимодействующий с β-структурами агрегатов, до конечной концентрации 3 

μМ. Измерения флуоресценции проводится в 96-луночных планшетах на 

планшетном ридере Victor или EnVision (PerkinElmer) при λex/em=450/480нм.  

 

3.7.2. Электронная микроскопия Аβ 

После проведения реакции агрегации Аβ 10 μл суспензии фиксируют в 

течении 30 секунд в 10 μл 0,5% глутарового альдегида. Затем фиксированные 

пробы с Аβ наносятся на медные сеточки (200-300 гексагональных ячеек), 

покрытые формваровой пленкой. Через 10-15 секунд капля суспензии с 

формваровой пленки осторожно убирается фильтровальной бумагой и на 

пленку наносится капля насыщенного раствора уранил ацетата. Через 30 
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секунд она убирается так же фильтровальной бумагой. Сеточка с образцом 

высушивается, на сеточку напыляется углерод и далее она используется для 

электронно-микроскопического исследования. Электронная микроскопия 

проводилась на электронном микроскопе Carl Zeiss Libra 120 (Carl Zeiss 

Meditec AG, Йе на, Германия). 

3.8. Оценка влияния соединений на активность КГС-3β  

Изучение влияния соединений на активность КГС-3β оценивалось с 

помощью системы ферментов: киназы АДФ-Гло + КГС-3β  (Promega, США) 

в соответствии с инструкциями производителя (https://www.promega.com/-

/media/files/resources/protocols/ киназа-энзим-appnotes / gsk3b-kinase-assay-

protocol.pdf? la = en).. Люминесценцию измеряли с помощью планшетного 

ридера Envision (PerkinElmerWallac). Относительные единицы 

люминесценции прямо пропорциональны количеству АТФ, используемого во 

время киназной реакции. Данные нормализованы между контрольной 

пробой, содержащей только растворитель, и пробой отрицательного 

контроля без КГС-3β. 

3.9. Расчёт результатов, достоверность и статистический анализ  

Все данные получены как минимум в трёх повторах в рамках одного 

эксперимента и на трёх разных препаратах митохондрий. Представленные 

рисунки отражают типичные результаты эксперимента с повторяемостью на 

минимум трёх препаратах митохондрий.  Данные в графиках и диаграммах 

представлены как среднее ± стандартное отклонение. В экспериментах in 

vitro построение графиков, определение величин максимальной скорости, 

IC50, анализ статистических характеристик проводился с помощью 

программы GraphPad Prism версии 5.01 для Windows (Сан-Диего, 

Калифорния, США). Из статистической обработки могли быть удалены 

данные, которые хотя бы в одном из тестирований отличались от среднего по 

группе плюс более, чем на два стандартных отклонения или по Q-критерию 

удаления выбросов. Нормальность распределения выборки определяли с 
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помощью теста Д'Агостино-Пирсона. При количестве данных в группе менее 

7 использовали непараметрические методы анализа. Для сравнения двух 

групп данных использовали непараметрический тест Манна-Уитни. 

Однофакторный дисперсионный анализ ANOVA или непараметрический 

критерий Краскела-Уолисса использовали для сравнения трех и более групп. 

Уровень достоверности был установлен на 95% (р < 0,05).   
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4. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

4.1. Разработка стратегии использования митохондрий при скрининге 

цитопротекторных или цитотоксичных препаратов. 

4.1.1. Митохондрии как мишень для поиска 

цитопротекторных и цитотоксичных препаратов 

соединений.  

Митохондрии традиционно считаются прежде всего производителями 

основных единиц клеточной энергии, однако помимо продукции АТФ, 

именно в митохондриях реализуется синтез значительного числа 

предшественников макромолекул, таких как липиды, белки и ДНК. 

Митохондрии одновременно и генерируют, и участвуют в нейтрализации 

потенциально вредных побочных продуктов метаболизма, таких как аммиак 

и активные формы кислорода, поддерживают ионный гомеостаз и играют 

активную роль в интеграции ряда сигнальных путей.  

Также важно. что именно митохондрии определяют необратимость и 

играют ключевую роль в клеточной гибели. Центральную роль при этом 

играет так называемый процесс скачка митохондриальной проницаемости, 

обусловленный формированием специфических мембранных пор, и 

высвобождением из митохондрий ряда проапоптотических факторов. 

Очевидно, что снижение или увеличение устойчивости митохондрий к 

индукции скачка митохондриальной проницаемости может обусловить, 

соответственно, цитотоксический или цитопротекторный эффект.  

Это определяет значительный интерес к митохондриям как мишени 

при поиске лекарственных препаратов. Как было описано в литературном 

обзоре, тестирование новых соединений по их влиянию на функции 

митохондрий активно используется как потенциальный in vitro тест на 

токсичность, при поиске препаратов для лечения как гиперпролиферативных, 

так и дегенеративных заболеваний. Последнее наиболее перспективно для 
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возбудимых тканей и, в частности, при поиске нейропротекторных 

препаратов для лечения нейродегенеративных заболеваний. 

4.1.2. Методология формирования системы скрининга 

потенциальных нейропротекторов, мишенью действия 

которых являются митохондрии. 

Прежде всего, нам было необходимо определить необходимые и 

достаточные методы для эффективного поиска соединений, способных 

предовратить развитие нейродегенеративного процесса благодаря влиянию 

на зависимые от митохондрий процессы.  

Последствием открытия пор МП является выброс проапоптотических 

факторов из митохондрий и связанный с этим запуск процессов клеточной 

гибели. Важнейшим из этих факторов является цитохром С. Высвобождение 

цитохрома С в цитозоль и связывание с активирующим протеазы апоптоза 

фактором 1 (Apaf-1) приводит к образованию апоптосомы, 

протеолитическому расщеплению прокаспазы-9 до активной формы, 

известной как инициатор апоптоза, и дальнейшему развитию цепи 

апоптотических событий. Поэтому измерение кальций-зависимого 

высвобождения цитохрома С из митохондрий является одним из 

эффективным методом поиска нейропротекторных соединений. Различные 

существующие методы определения цитохрома С, такие как твердофазный 

иммуноферментный анализ (ELISA), вестерн-блоттинг, высокоэффективная 

жидкостная хроматография, спектрофотометрия и проточная цитометрия, 

имеют значительные недостатки в плане использования их для скрининговых 

исследований. В частности, вестерн-блоттинг, ELISA являются длительными 

процедурами, дорогостоящими и часто достаточно сложными для 

интерпретации результатов. Используются спектрофотометрические методы 

- измерения ϒ пика Сорета при 414 нм или дифференциального поглощения 

при 530 нм и 550 для количественного определения высвобождения 

цитохрома С из изолированных митохондрий. Главный недостаток этих 
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методов - низкая чувствительность. Коллективом авторов [197] с нашим 

участием, была проведена работа по исследованию потенциальной 

эффективности применения термолинзовой спектрометрии как лазерного 

метода молекулярной абсорбционной спектроскопии, способного обеспечить 

значительную чувствительность определения высвобождения цитохрома С 

из митохондрий. Было показано, что этот метод позволяет увеличить 

чувствительность определения цитохрома С более чем на два порядка, 

позволяя определить 3х10
–7

 мол/Л (4 мг/Л) цитохрома С и может (при 

условии создания новых высокопроизводительных приборов) обеспечить 

скрининговый метод для определения выброса цитохрома С из митохондрий. 

В то же время, высвобождение цитохрома С из митохондрий не всегда 

связано с индукцией процесса МП, а запуск процессов гибели клеток может 

быть связан и с высвобождением из митохондрий ряда других 

проапоптотических факторов – апоптоз-индуцирующего фактора (AIF), 

фактора SMAC/DIABLO, и эндонуклеазы G. Поэтому только определение 

высвобождения цитохрома С из митохондрий кажется недостаточным для 

поиска соединений с нейропротекторным потенциалом. 

В то же время, именно процесс МП является ключевым этапом 

каскадов клеточной гибели и этот процесс тесно связан с крайне важной для 

реализации функциональной активности нейрона функцией митохондрий как 

кальций-буферной клеточной системы. Поэтому важнейшей задачей для нас 

было создание методологии и методов для проведения скрининговых 

исследований по поиску соединений, способных увеличить устойчивость 

митохондрий к индукции открытия пор МП. 

Первоначальное решение, которое было закреплено в патенте [198], 

заключалось в одновременном измерении митохондриального потенциала и 

процесса изменения формы митохондрий – «набухания» в присутствии 

потенциал-зависимого красителя сафранина О. Проводили измерение 

светопоглощения при двух длиннах волн – 554 и 524 нм, при этом значения 

А554 характеризовали «набухание» митохондрий, а значения А(554-524) - 
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мембранный потенциал митохондрий. Это в значительной степени повышало 

производительность с одновременным удешевлением способа определения 

влияния соединений на процесс МП и потенциальную митохондриальную 

токсичность этих же соединений. Для соединений, представлявших интерес 

по данным первичного скрининга проводились дальнейшие 

спектрофотометрические исследования как по влиянию на кальций-

индуцированное «набухание» митохондрий в отсутствии добавления 

красителя, так и на другие их характеристики, такие как выброс цитохрома С, 

определение захвата кальция и кальциевой ёмкости митохондрий, продукция 

свободных радикалов, перекисное окисление липидов (ПОЛ), оценка работы 

ДЦМ. Добавление исследуемого соединения к митохондриям, 

энергизованным субстратами дыхательной цепи позволяет выявить его 

потенциальную митохондриальную токсичность как эффект деполяризации, 

а влияние на кальций-вызванную деполяризацию и одновременно на 

«набухание» митохондрий позволяет оценить влияние на открытие пор МП.  

Измерение светопоглощения суспензии изолированных митохондрий 

используется как оценка кальций-вызванного открытия пМП, 

сопровождающегося «набуханием» митохондрий. По скорости падения 

светопоглощения мы определяем скорость суммарного изменения формы 

всеми митохондриями суспензии. Каждая митохондрия при увеличении 

внешнего кальция захватывает его и выбрасывает, как благодаря работе 

NCLX, так и в результате открытия пМП в обратимом низкопроводимом 

состоянии. Однако в дальнейшем или при определённых условиях 

равновесие этих процессов нарушается, и пора переходит в необратимое 

высокопроводимое состояние, что и сопровождается «набуханием» 

митохондрии, деполяризацией и нарушению целостности мембран 

митохондрии. Данные электронной микроскопии показывают, что даже при 

максимальном падении светопропускания в суспензии митохондрий 

находятся как интактные, так и набухшие митохондрии. Таким образом, 

отдельные митохондрии вследствии диффузии внешнего раствора вовнутрь 
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митохондрии могут подвергаться «набуханию» в разное время после 

добавления индукторов МП [199]. Поэтому в значительной степени скорость 

падения светопропускания (даже при одинаковом латентном периоде) 

является не только характеристикой чувствительности митохондрий к 

индукторам МП, но зависит и от однородности суспензии митохондрий. 

Изолированные методом дифференциального центрифугирования 

митохондрии мозга (Р2-фракция) содержат митохондрии нейронов и глии, 

митохондрии из разных отделов мозга, митохондрии из функционально 

различающихся районов нейрона, в том числе и синаптосомы с 

митохондриями. В то же время, основные качественные характеристики 

(условия индукции и фармакологический профиль) МП мозга не отличаются 

от характеристик митохондрий печени. Открытие поры МП является 

достаточно универсальной функциональной характеристикой митохондрий. 

В то же время функциональная количественная гетерогенность митохондрий 

в отношении величины мембранного потенциала, содержания кальция 

показаны и внутри индивидуальных клеток, что особенно характерно для 

нейронов. Количественные характеристики (эффективные концентрации 

индукторов и ингибиторов, относительная чувствительность к различным 

индукторам и ингибиторам) различаются и для митохондрий, выделенных из 

различных тканей и органов. Кроме того, измерение мембранного 

потенциала и "набухания" изолированных митохондрий мозга, как Р2 

фракции, так и митохондрий сомы нервных клеток и митохондрий 

синаптосомальных, сопряжено с целым рядом методических трудностей. 

Прежде всего, это гораздо более низкий выход митохондрий и гораздо менее 

щадящие методы выделения. Так, индукция кальций-вызванного 

«набухания» в суспензии любого типа препаратов митохондрий мозга 

вызывает существенно меньшее падение светопоглощения, чем наблюдаемое 

для митохондрий печени при индукции МП в аналогичных условиях [200]. 

Как показывают данные электронной микроскопии, это связано с большей 

гетерогенностью митохондрий мозга, часть которых не подвергается МП в 
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обычных условиях. Митохондрии печени являются наиболее однородным 

митохондриальным препаратом со значительно большим выходом при 

выделении и большей степенью набухания (до 60% от максимально 

возможного при использовании аламетицина в отличие от 30% для 

митохондрий мозга крыс в наших условиях), что обусловило их выбор для 

проведения именно первичного скрининга в ряду новых соединений. В 

дальнейшем, для всех отобранных соединений-хитов проводились 

исследования на изолированных Р2-фракциях и/или на разделённых в 

градиенте Перколла фракциях синаптосомальных и несинаптосомальных 

митохондрий мозга.  

На Рисунок 9А и 9Б представлены результаты исследования влияния 

Димебона на кальций-индуцированное "набухание" изолированных 

митохондрий мозга и печени.  

Видно, что для митохондрий мозга наблюдается рост максимальной 

скорости «набухания» до концентрации внешнего кальция 50 μМ, в то время 

как для митохондрий печени уже при концентрации внешнего кальция 20 μМ 

скорость «набухания» достигает максимальных значений. Нужно отметить, 

что максимальное падение светопоглощения для митохондрий мозга 

достигается приблизительно за 2 минуты и оно значительно меньше, чем для 

митохондрий печени. В данном случае также видно, что если для 

митохондрий печени наблюдается почти полное подавление кальций-

индуцированного "набухания" митохондрий, то митохондрии мозга хотя и 

отвечают на меньшие концентрации ингибитора, но полное ингибирование 

"набухания" митохондрий Димебоном не достигается. Как уже отмечалось, 

митохондрии мозга в целом менее чувствительны к ингибиторам МП по 

сравнению с митохондриями, изолированными из печени крыс. Кроме того, 

митохондрии мозга содержат как митохондрии нейронов, так и митохондрии 

глиальных клеток. Тем не менее, в случае Димебона, как и для 

многочисленных публикаций с подобным сравнением, различия носят в 

основном количественный характер, не влияя на направленность действия 
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препаратов Как видно из  Димебон не влияет на «набухание» де-

энергизованных митохондрий мозга (В) и печени (Г) крыс, вызванное  200 

μМ кальция, но подавляет активацию МП в условиях энергетически 

активных митохондрий и печени и мозга (Рисунок 9 А,Б) 

 Рисунок 9 Влияние Димебона на «набухание» энергизованных 

субстратом комплекса II ДЦМ  сукцинатом (10мМ) в присутствии 

ингибитора комплекса I ДЦМ ротенона (1 μМ) митохондрий мозга (А) и 
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печени (Б) крыс, вызванное разными концентрациями кальция и де-

энергизованных добавлением ингибиторов комплекса I и III ДЦМ ротенона 

(5 μМ) и антимицина А (0.5 μМ), в присутствии ионофора кальция A23187(2 

μМ) митохондрий мозга (В) и печени (Г) крыс, вызванное добавлением 

0,2мМ кальция.  

 

Более того, для концентрации кальция 20 μМ, вызывающей 

субмаксимальный уровень активации МП IC50 Димебона как ингибитора МП 

не отличается для митохондрий печени или мозга (11,4±3,5 и 9,2±9,1, 

соответственно). 

Учитывая вышесказанное, а также относительную однородность, 

лёгкость получения и возможность изолирования большего количества 

митохондрий от одного животного мы выбрали именно митохондрии печени 

как тест-систему для первичного скрининга мито-активных соединений. 

 

Для того, чтобы ограничить влияние факторов, связанных с работой 

дыхательной цепи, митохондриального потенциала, механизмов захвата и 

выброса кальция и учитывая сложность вопроса о непосредственных 

компонентах поры МП, применяют исследование влияния потенциальных 

ингибиторов МП на де-энергизованные митохондрии. Эксперимент 

проводится в присутствии ингибиторов комплекса I, комплекса III и 

ионофора кальция (для обеспечения свободного входа кальция в 

митохондрии). Состав среды инкубации для де-энергизованных 

митохондрий: 225 мМ маннитол, 75 мМ сахароза, 10 mM Hepes, 20 µM 

ЭГТА, 0.5 µM ротенона, 0.5 µM антимицина A, 0.5 µM A23187, 1mM KH2PO4 

pH 7.4. Широко известный и считающийся специфическим ингибитором 

поры МП циклический полипептид продуцирующийся почвенными 

грибками вида Beauveria nivea - циклоспорин А (ЦсА) - ингибирует кальций-

индуцируемое открытие поры МП как в условиях энергизации, так и и в 

деэнергизованном состоянии. Но в то же время, деэнергизованное состояние 

является искусственным и не отражает реальные условия в клетке. А 
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принимая во внимание данные о возможной вовлечённости как субъединиц 

комплекса 1, так и АТФ-синтазы в процесс формирования поры, этот подход 

значительно ограничивает круг потенциальных выявляемых соединений, 

способных оказывать искомый эффект на МРТ. 

Очевидным примером может явиться Димебон. Как было показано 

выше, он эффективно подавляет кальций-вызванное «набухание» 

митохондрий и печени, и мозга в условиях энергизованных митохондрий. Но 

исследование влияния Димебона на процесс МП в условиях деэнергизации 

показало отсутствие эффекта подавления МП (Рисунок 9В, Г).  

В отличие от ЦсА, подавляющего открытие пор МП как в условиях 

энергизации, так и в де-энергизованных митохондриях, димебон не только не 

снижает скорость набухания де-энергизованных митохондрий, вызванное 

добавлением 200 µM кальция, но наоборот, способствует ее незначительному 

увеличению как для митохондрий мозга, так и для митохондрий печени. Не 

оказывают влияние на набухание деэнергизованных митохондрий также и 

два других соединения, описанных ниже и проявивших свойства 

ингибиторов МП в энергизованных митохондриях и нейропротекторов на 

клеточных моделях нейродегенерации – алломаргаритарин (АМ) и 

производное тиадиазола IP-9311.  

Таким образом, Димебон снижает восприимчивость митохондрий к 

кальций-индуцированному открытию пМП независимо от типа 

используемых субстратов дыхания, но не ингибирует МП де-энергизованных 

митохондрий мозга. Подпороговые концентрации АДФ усиливают 

эффективность димебона как блокатора пор МП [130]. Учитывая, что одним 

из компонентов пор МП может быть переносчик адениновых нуклеотидов 

(ANT), мы проанализировали влияние Димебона на конформационные 

перестройки ANT и открытие пМП, вызванное лигандами ANT. 

Атрактилозид в низкой концентрации усиливает Са
2+

-вызванное открытие 

пМП, связываясь с ANT и вызывая его конформационное изменение – 

переход в ц-конформацию и стабилизируя в этой конформации. Димебон 
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полностью устранил потенцирующее действие низких концентраций 

атрактилоида (0,005 мМ) на Са-индуцированное набухание митохондрий. 

«Набухание» митохондрий, вызванное более высокими концентрациями 

атрактилозида (0,2 мМ) связано как со стабилизацией ANT в с-конформации, 

так может быть связано и с другими, неспецифическими механизмами. В 

этом случае Димебон не подавлял набухание митохондрий, вызванное 

атрактилозидом [135]. Можно предположить, что Димебон снижает 

восприимчивость митохондрий к ионам Са
2+

 и его эффект не связан с 

непосредственным влиянием на ANT как потенциальный структурный 

элемент пМП. 

 

Необходимым фактором для открытия поры МП является не только 

увеличение концентрации свободного кальция в матриксе митохондрий, но и 

наличие неорганического фосфата в среде инкубации. Было проведено 

изучение необходимой (оптимальной) концентрации фосфата для индукции 

МП как в деэнергизованном состоянии, так и для энергизованных 

митохондрий (в присутствии субстрата комплекса II сукцината (5мМ) и 

ингибитора комплекса 1 ротенона (1 µM)). Показано, что в условиях 

деэнергизации скорость набухания митохондрий достоверно не отличается 

при разных концентрациях фосфата в среде, включая и его полное 

отсутствие. Для энергизованных митохондрий наблюдается достоверная 

концентрационно-зависимая потенциация набухания митохондрий.  Для 

методики скрининга была выбрана концентрация фосфата 1мМ, как 

вызывающая субмаксимальный уровень потенциации. Таким образом, для 

первичного скрининга были выбраны условия с поддержкой работы ДЦМ (в 

присутствии субстратов дыхательной цепи) и в присутствии 1мМ фосфат-

ионов. 

Помимо непосредственного подавления формирования поры МП, 

благодаря взаимодействию соединений и компонентов поры, можно 

предположить и другие – косвенные пути предотвращения открытия пМП: 
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ингибирование захвата ионов кальция митохондриями; использование 

деполяризующих (в том числе разобщающих окислительное 

фосфорилирование) агентов, что в конечном счёте также приводит к 

предотвращению входа кальция в митохондрии. Дополнительные 

исследования необходимы для определения механизмов влияния соединений 

на функциональные характеристики митохондрий: ингибирование или 

разобщение дыхательной цепи митохондрий, влияние на кальциевый 

гомеостаз митохондрий и их кальциевую ёмкость, возможную вовлечённость 

различных митохондриальных белков, предположительно участвующих в 

формировании поры МП. 

Нужно учитывать, что полная или значительная блокада открытия пор 

МП может иметь отрицательные последствия для нормального 

функционирования нервных клеток. Не только способность митохондрий 

мозга регулировать цитозольную концентрацию кальция, но и кальций-

индуцированный феномен МП в митохондриях мозга играют значительную 

роль в процессах синаптической активации, долговременной потенциации и, 

следовательно, в процессах формирования памяти [201].  

Поэтому обязательным этапом исследования соединений-хитов, не 

влияющих на потенциал митохондрий, но подавляющих кальций-

индуцированную деполяризацию и набухание митохондрий, была оценка их 

влияния на захват кальция митохондриями и кальциевую ёмкость 

митохондрий.  

Для измерения способности митохондрий захватывать и удерживать 

кальций используют кальций-связывающие индикаторы, не проникающие в 

митохондрии.  

Таким образом, увеличение светопоглощения или флуоресценции 

пробы связано с появлением в среде ионов кальция, т.е. в случае среды с 

митохондриями - с неспособностью митохондрий удерживать кальций 

внутри. В нашей работе такими индикаторами являлись арсеназо и 

флуоресцентный зонд Ca Green™ 5N (CaG5N). 
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При оценке захвата ионов кальция митохондриями и их кальциевой 

ёмкости могут быть использованы различные способы добавления кальция в 

среду с митохондриями: режим единичного болюса (Рисунок 10),  режим 

"насоса"( Рисунок 11А), ограниченного числа болюсов с последующим 

выбросом кальция (Рисунок 11Б) и режим болюсов (Рисунок 11В). 

 

Рисунок 10 Действие димебона  (ДМБ) на захват и выброс кальция 

митохондриями мозга крыс  в присутствии 5мМ пирувата/малата 
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Рисунок 11 Действие димебона  (ДМБ) на кальциевую емкость митохондрий 

мозга крыс при различных способах добавок кальция в присутствии 5мМ 

пирувата/малата: А - в режиме насоса; Б – в режиме единичных добавок; В – 

в режиме добавок (также в присутствии 10мМ сукцината 
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Способность изолированных митохондрий мозга и печени крыс 

накапливать ионы Са2+ зависит от режима добавления кальция [202]. 

Единовременное добавление кальция к суспензии митохондрий требует 

значительно меньшей концентрации для индукции открытия пор МП, чем 

при дробном добавлении (болюсном) кальция. «Режим насоса», т.е. 

равномерное добавление кальция либо с использованием перистальтичского 

насоса, либо максимально частое добавление мелких порций кальция 

увеличивает общее количество кальция, которое способна поглотить 

суспензия митохондрий до индукции открытия пМП ещё больше. В «режиме 

насоса» сначала наблюдается кратковременное небольшое увеличение 

концентрации цитозольного кальция до момента активации кальциевого 

унипорта, через который митохондрии начинают захватывают кальций со 

скоростью, близкой к скорости поступления кальция в среду. В режиме 

«насоса» митохондрии непрерывно накапливают Са
2+

, с постоянным 

образованием кальций-фосфатных комплексов в матриксе. В режиме 

«болюсов» изменение концентрации свободного кальция, 

митохондриального потенциала, транспорта фосфата происходит быстрее и 

образование кальций-фосфатных комплексов может быть замедлено, что 

обуславливает повышение концентрации свободного митохондриального 

кальция и, соответственно, снижение кальциевой ёмкости митохондрий.  

Режим «болюсов» может соответствовать физиологической ситуации, 

когда митохондрии мозга быстро нагружаются кальцием в ответ на резкое 

увеличение концентрации свободного кальция в цитоплазме, например при 

повторяющихся сигналах потенциал- или нейротрансмиттер-активируемых 

кальциевых каналов. В то же время, режим «насоса» скорее соответствует 

ситуации, когда митохондрии медленно накапливают кальций в ответ на 

постепенное некомпенсированное увеличение свободной цитозольной 

концентрации катиона, т.е. в ситуации системного нарушения механизмов 

клеточной регуляции кальциевого гомеостаза. В связи с этим, при поиске 

нейропротекторов для оценки кальциевой ёмкости митохондрий нам кажется 
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более полезным использование именно режима «болюсов» как наиболее 

соответствующего условиям повышения устойчивости митохондрий к 

индукторам МП в условиях нормального функционирования нейрона. 

Оценку наиболее соответствующего нашим задачам способа измерения 

кальциевой ёмкости митохондрий проводили также с помощью 

нейропротектора Димебона, влияние которого как на открытие пор МП, так и 

на защиту митохондрий в условиях нейротоксического нарушения их 

функций достаточно убедительно показано как в наших работах, так и в 

работах коллег. 

Димебон по сравнению с контролем не оказывает существенного 

влияния на кальциевую емкость в «режиме насоса» (Рисунок 11А), что 

согласуется и с данными Нага с соавторами [203]. В то же время, Димебон 

увеличивал время до начала выброса кальция и снижал скорость выброса 

кальция митохондриями после предварительного захвата в режиме 

единичной (Рисунок 10) или трёх добавок кальция (Рисунок 11Б) и также 

увеличивал кальциевую ёмкость митохондрий при использовании «режима 

болюсов» (Рисунок 11В) для добавления кальция к суспензии митохондрий. 

На несинаптосомальных митохондриях мозга крыс и на митохондриях 

печени крыс были получены качественно одинаковые результаты.  

Эти данные дали нам дополнительную уверенность в том, что при 

оценке кальциевой ёмкости митохондрий необходимо использовать именно 

«режим болюсов» как наиболее соответствующий целям повышения 

устойчивости митохондрий к индукторам МП в условиях нормального 

функционирования нейрона. 

 

Учитывая вышесказанное, наиболее перспективным направлением 

поиска нейропротекторов является поиск веществ, увеличивающих 

устойчивость митохондрий к индукторам МП в условиях нормального 

функционирования нейрона, в том числе при нормальном функционировании 
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дыхательной цепи митохондрий и не блокирующих в целом процессы 

активного транспорта кальция в митохондриях [204].  

Основные этапы первичных этапов такого поиска включает анализ 

влияния на митохондриальный потенциал и кальций-индуцированное 

«набухание митохондрий, исследование влияния новых соединений на захват 

кальция митохондриями и их кальциевую ёмкость. Используя этот подход 

нами было проведено исследование множества новых соединений различных 

структурных классов. Соединения, способные индуцировать открытие пор 

пМП могут рассматриваться как потенциальные цитотоксические препараты, 

в том числе и предлагаться для дальнейшей разработки как противораковые 

препараты [205]. Но основным направлением работы является поиск 

соединений, обладающих нейропротекторным потенциалом благодаря 

увеличению устойчивости митохондрий к индукции открытия пМП, как 

благодаря подавлению именно формирования этой поры и увеличеснию 

кальциевой ёмкости митохондрий, так и благодаря снижению захвата 

кальция митохондриями либо в результате временной деполяризации 

митохондрий, либо в результате ингибирования специфических кальций-

траспорных систем. 

Так, для эфирных производных докозагексаеновой кислоты - 

докозагексаеноилэтиленгликоля и его нитроаналога -  

докозагексаеноилнитроэтиленгликоля, а также докозагексаеноилдофамина, 

являющегося аналогом природного нейроактивного липида лиганда 

ванилоидного и каннабиноидного рецепторов – арахидоноилдофамина, была 

показана способность предотвращать захват кальция митохондриями и, 

соответственно, снижать кальций-индуцированное «набухание» 

митохондрий, что связано с вызываемой этими производными 

деполяризацией митохондрий. Влияние на мембранный потенциал 

митохондрий и кальций-индуцированное открытие пМП зависит от 

структуры исследуемых соединений и, очевидно, реализуется разными 

механизмами [206].  
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Достаточно интересные и требующие дальнейшего развития 

результаты были получены и для производных 5-

(гидроксиамино)изоксазолов [207].   

 

 

Рисунок 12 [207] Производные 5-[гидрокси(тетрагидрофуран-2-

илl)амино]изоксазолов как стимуляторы митохондриального дыхания и 

ингибиторы липоксигеназы.  

 

Для этого ряда соединений была показана характерная способность 

ингибировать активность липоксигеназы, высокая антиоксидантная 

активность и способность стимулировать работу дыхательной цепи 

митохондрий (Рисунок 12). Ни одно из исследованных соединений не влияло 

на митохондриальный потенциал и кальций-индуцированную деполяризацию 

митохондрий. Важно отметить, что при исследовании потенциальной 

цитотоксичности было показано, что соединения снижают выживаемость 

клеток нейробластомы SH-SY5Y, энергетика которых практически не 

зависит от митохондриального дыхания, но в то же время, для первичной 

нейрональной культуры (гранулярные нейроны мозжечка) стандартным 

МТТ-методом оценки выживаемости мы не только не обнаружили снижения 

активности клеточных дегидрогеназ, но в присутствии значительного числа 

соединений наблюдалась стимуляция этой активности. Таким образом, эти 
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соединения могут представлять интерес для дальнейшего исследования, но 

не являются модуляторами пМП.  

 

4.2.  Оптимизация структуры производных γ-карболинов - димебона как 

митопротекторов для создания потенциальных лекарственных 

препаратов для лечения нейродегенеративных заболеваний. 

 

Модельным соединением, нейропротекторное действие которого 

связано со стабилизацией функцией митохондрий, является препарат 

Димебон [208]. В середине 90х годов было установлено, что Димебон 

способен оказывать терапевтическое действие на пациентах с БА [130]. 

Результаты 2й фазы клинических испытаний на больных с БА, проведенные 

американской компанией Медивейшн однозначно показали его клиническую 

эффективность [209]. К сожалению, результаты 3й фазы клинических 

испытаний, проведенный компанией Файзер не смогли подтвердить 

эффективность Димебона вследствие аномально высокого положительного 

эффекта плацебо, на фоне которого действие Димебона нивелировалось 

[210].  Тем не менее, интерес к возможности использования 

митохондриального механизма нейропротекторного действия, 

реализованного Димебоном, продолжает оставаться крайне актуальным, что 

стимулировало поиск путей оптимизации структуры Димебона и созданию  

широкого спектра возможных биоизостерных аналогов этого препарата [155, 

181, 211]. 

4.2.1. Скрининговые исследования различных классов аналогов 

Димебона. 

В ИФАВ РАН были синтезированы разные классы производных 

димебона, включая модификации собственно тетрагидро-гамма 

карболиновой части молекулы, замену или модификации пиридильного 

остатка и спейсера между этими фармакофорами. Проведено исследование 
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биологической активности конъюгатов тетрагидро-γ-карболинов с 

пептидами, синтезированных в лаборатории гетероатомных соединений 

химического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова [212]. Показано, что эти 

соединения обладают слабой антиоксидантной активностью, способностью 

снижать (не более чем на 25%) кальций-индуцированное «набухание» 

митохондрий печени крыс в концентрации 30 µМ, но в концентрации 100 µМ 

вызывают значительную деполяризацию митохондрий. 

4.2.1.1. Производные пиридоиндолов. 

Для различных производных пиридоиндолов (Рисунок 14) – аналогов 

известного антиоксиданта стобадина, гидрированных пиридоиндолов- ϒ-

карболинов -  аналогов димебона, был проведен первичный скрининг их 

биологической активности, в том числе и по оценке влияния на 

функциональные характеристики и способности подавлять трет-

бутилгидроксипероксид (тБГП) индуцированное перекисное окисление 

липидов (ПОЛ) митохондрий печени крыс (табл.1).  

 

 

Рисунок 13 Общая формула производных пиридоиндолов 

 [Russian Patent № 2140417 (Application RU 95117589, priority of October 17, 

1995 Derivatives of hydrogenated pyrido[4,3-b]indoles, methods of their 

preparation, pharmaceutical compositions and application N.S.Zefirov, et. al.] 

 

Пиридоиндолы и, в частности, стобадин обладают значительной 

антиоксидантной активностью. Стобадин, является радикал-связывающим, 

цепь-прерывающим антиоксидантом [213], но не проявляет способности 
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увеличивать устойчивость митохондрий к индукции МП (Таблица 1). В 

отличие от него, гидрированное производное пиридоиндола – димебон 

обладает свойствами ингибитора МП, но незначительной антиоксидантной 

активностью. В то же время, дегидрированный аналог димебона – 

соединение IP9209 показывает антиоксидантную активность, сравнимую с 

активностью стобадина, но значительно менее активен как ингибитор МП. 

Все N-пиридо-метилбензольные производные стобадина (как гидрированные, 

так и негидрированные) обладают антиоксидантной активностью. но 

снижение скорости кальций-индуцированного «набухания» в их присутствии 

связано со значительной деполяризацией митохондрий и, соответственно, с 

утратой способности аккумулировать ионы кальция. В целом, в 

исследованном ряду нам не удалось выявить соединений, в значительной 

степени превосходящих димебон по терапевтическому потенциалу.  

 

Таблица 1 Результаты первичного скрининга производных 

пиридоиндолов. 

 

№ 

п/п 
Шифр Формула 

IC50, µM 

«набухание» 

митохондрий 

IC50, µM, 

ПОЛ 

(индуктор - 

1.6мМ 

тБГП)* 

Деполяризация 

митохондрий, в 

присутствии 

30μМ 

соединений ** 

1 
Стобади

н 

 

н.э. 32,6±1,8  

2 IP9208 

 

н.э. 34±13  

3 IP9140 

 

н.э. ≥100  

N

N

CH
3

CH
3

N

N

CH
3

O

CH
3

H Cl

H Cl

N

N

CH
3

O

CH
3 HCl
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4 IP9207 

 

н.э. н.э.  

5 IP9141 

 

1±0,8 15,5±0,7 + 

6 IP9206 

 

15±10 6±1,5 + 

7 IP9210 

 

25±10 40±14 + 

8 IP9205 

 

35±17 13,6±0,9 + 

9 IP9209 

 

62±22 35±15  

10 IP9226 

 

н.э. н.о.  

N

N

CH
3

O

O
HCl

HCl
HCl

N

N

C

H
2
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3

N

N

C

H
2

Cl HCl

N

N

C

H
2

Cl
H Cl

N

N

C

H
2
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H Cl
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N

N
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3

CH
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N
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N
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3
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11 IP9227 

 

35±17 31,2±3,5  

12 IP9228 

 

15±10 20,9±4,4  

13 IP9416 

 

≥100 н.о. н.э. 

14 IP9417 

 

≥100 н.о. + 

15 IP9419 

 

≥100 н.о. + 

N

N

CH
3

NN

O

O

O

O

O

O

O

O

O

N

N

CH
3

NN

O Cl

 

N

N

CH
3

NN

O

CH
3

N

O

O

O

O

O

O

MW =455.52 + 116.07=571.59
MF =C26H25N5O3 + C4H4O4 

N

N

CH
3

NN

N N

HCl

MW =(282.35 + 36.46) = 318.81
MF=C15H18N6 + HCl

O

O

O

O

N

N

CH
3

S N
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16 IP9420 

 

н.э. н.о. н.э. 

17 IP9226 

 

н.э. н.о. н.э. 

18 IP9227 

 

35±17 31,2±3,5 н.э. 

19 IP9228 

 

15±10 20,9±4,4 н.э. 

N

N

CH
3

NN

O
CH

3

O

O

O

O

N

N

CH
3

NN

O

O

O

O

O

O

O

O

O

N

N

CH
3

NN

O Cl
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 Димебон 

 

11,4±3,5 ≥100 н.э. 

*    -  Митохондрии печени крыс 

** - Митохондрии печени крыс в присутствии 10мМ сукцината и 1μМ 

ротенона,  - нет деполяризации, + - соединение вызывает деполяризацию 

 

4.2.1.2. ϒ-Карболины, модифицированные N-замещенными 

пропионамидними фрагментами 

Следующим синтезированным с целью оптимизации структуры 

димебона является класс производных ϒ-карболинов - гидрохлориды N-

замещенных 3-(1,2,3,4-тетрагидропиридо[4,3-b]индол-5-ил)пропионамидов 

4a-h (Рисунок 14А) [214]. 

N

N

N

HCl
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Рисунок 14 Производные гидрохлоридов N-замещенных 3-(1,2,3,4-

тетрагидропиридо[4,3-b]индол-5-ил)пропионамидов: А – формулы 

соединений; Б – подавление кальций-индуцированного «набухания» 

энергизованных 10мМ сукцинатом в присутствии 1 μМ ротенона 

митохондрий мозга 
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Добавление соединения 4e к суспензии митохондрий печени крыс 

приводило к нарастающей во времени деполяризации митохондрий, через 

12,5 минут достигающей практически 100%, что обусловило и снижение 

кальций-индуцированного «набухания» митохондрий крыс. Это соединение 

было исключено из дальнейших исследований на митохондриях мозга крыс. 

Также деполяризацию, но гораздо более слабую, до постоянного уровня (не 

более 30%) при 30 µМ соединения вызывают 4d и 4b соединения. Остальные 

производные гидрохлоридов N-замещенных 3-(1,2,3,4-тетрагидропиридо[4,3-

b]индол-5-ил)пропионамидов не оказывали влияния на митохондриальный 

трансмембранный потенциал и в большей степени, чем Димебон 

предотвращали индукцию МП (Рисунок 14Б). Скорость "набухания" 

митохондрий уменьшается в ряду димебон-4c-4d- 4b- 4f- 4a- 4h- 4g и зависит 

от природы заместителей карболинового цикла. Так, соединения, 

содержащие в положении 8 метильный заместитель проявили большую 

степень ингибирования по сравнению с остальными веществами (Рисунок 

15Б).  

Вызывающее значительную деполяризацию митохондрий мозга крыс 

соединение 4e концентрационно-зависимо снижает способность 

митохондрий накапливать ионы кальция (Рисунок 15А и Д), соединение 4а, 

показавшее значительное ингибирование кальций-индуцированного 

«набухания» митохондрий, те не менее практически не влияет на кальциевую 

ёмкость митохондрий (Рисунок 15А и Г), а соединение 4d – слабо и на 

постоянную величину снижающий потенциал митохондрий увеличивает 

кальциевую ёмкость митохондрий мозга крыс (Рисунок 15А и В). 

Значительная активность по подавлению кальций-вызванного открытия пор 

МП для соединения 4h сопровождается и значительным концентрационно-

зависимым увеличением кальциевой ёмкости митохондрий мозга крыс 

(Рисунок 15А и Б). 

 

 



100 

 

 

Рисунок 15 Влияние на кальциевую ёмкость (CRC) митохондрий мозга крыс 

гидрохлоридов  N-замещенных 3-(1,2,3,4-тетрагидропиридо[4,3-b]индол-5-

ил)пропионамидов: А – концентрации соединений 4а, 4d, 4e, 4h  - 30 µM 
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(150нмоль/мг белка, 0.3% DMSO); Б-Д  - концентрационные зависимости 

CRC для соединений 4h, 4d, 4a и 4e, соответственно 

Буфер: 120 мМ KCl, 20 мМ Hepes, 100 мМ сахароза, 0.2 мМ фосфат, 0.45 мМ 

MgCl2, 0.15 мМ АДФ, 1 мкг/мл олигомицина, 100 nM CaG5N. 1 добавка 

кальция = 30нмоль/мг белка. На рисунке представлены данные одного 

эксперимента, каждая кривая представляет среднее из трёх повторов. Такие 

же данные получены дополнительно на трёх разных препаратах 

митохондрий. 

 

Все производные гидрохлоридов  N-замещенных 3-(1,2,3,4-

тетрагидропиридо[4,3-b]индол-5-ил)пропионамидов до концентрации 400μМ 

не оказывали достоверного (p < 0.05, t-test) на ПОЛ в гомогенатах мозга при 

индукции с помощью т-БГП и в концентрации 30 мкМ не оказывали 

достоверного влияния (p < 0.05, t-test) на образование активных форм 

кислорода (АФК) митохондриями мозга в присутствии субстратов как 

комплекса I ДЦ, так и комплекса II (в присутствии ротенона). Однако на 

митохондриях печени соединения достоверно снижали образование АФК в 

присутствии субстрата комплекса II, как в случае ингибирования комплекса I 

ротеноном, так и в присутствии избытка субстратов обоих комплексов 

дыхательной цепи митохондрий. Все исследованные соединения до 

концентрации 30 µМ не обладают цитотоксичностью, что показано на 

первичной культуре нейронов коры мозга крыс, выживаемость нейронов 

оценивали стандартным МТТ тестом. И хотя на клеточной модели 

нейродегенерации – эксайтотоксичности - соединение с наибольшей 

митопротекторной активностью - 4h не проявило нейропротекторных 

свойств, предварительные данные in vivo исследований влияния соединения 

4h на исследовательское поведение и формирование памяти у крыс в тесте 

узнавания нового положения объекта показали наличие когнитивно-

стимулирующего действия у соединения 4h  в дозах 0,5 и 0,1 мг/кг при 

пероральном введении мышам C57bl. 

Таким образом, гамма-карболины, модифицированные N-

замещенными пропионамидними фрагментами, могут представлять интерес 
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как потенциальные модуляторы митохондриальной поры высокой 

проницаемости и когнитивные стимуляторы 

 

4.2.1.3. Монофтор- и трифторметил-содержащие структурные 

аналоги димебона – как ингибиторы МП и стимуляторы 

нейрогенеза 

Монофтор- и трифторметил-содержащие структурные аналоги 

димебона (Рисунок 16А и Рисунок 17А) проявили значительну. активность и 

как митопротекторы и в целом - это наиболее интересный класс производных 

димебона [215].  Как известно, введение фтора, а особенно 

трифторметильной группы, позволяет повысить метаболическую 

устойчивость соединений и проницаемость через клеточные мембраны, а 

также потенциально способно увеличивать эффективность препарата, 

повышая его электростатическое взаимодействие с мишенями [216-218]. 

Все монофтор- и трифторметил-содержащие структурные аналоги 

димебона в концентрациях до 30 µМ (150 нмоль/мг белка митохондрий) не 

оказывают существенного влияния на митохондриальный трансмембранный 

потенциал как при энергизации митохондрий субстратами как комплекса I, 

так и комплекса II. На основании этих данных можно сделать вывод, что 

вещества не являются митотоксичными, т.е. не ингибируют работу ДЦМ, и 

не оказывают разобщающего действия на ДЦМ. 
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Рисунок 16 Производные гидрохлоридов  монофторсодержащих-ϒ-

карболинов: А - формулы соединений; Б - ингибирование кальций-

индуцированного «набухания» энергизованных 10мМ сукцинатом в 

присутствии 1 μМ ротенона митохондрий мозга  крыс, вызванное 30 µМ 

производных гидрохлоридов  монофторсодержащих-ϒ-карболинов 
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Рисунок 17 Производные гидрохлоридов  трифторметил-содержащих-ϒ-

карболинов: А - формулы соединений; Б -ингибирование кальций-

индуцированного «набухания» энергизованных 10мМ сукцинатом в 

присутствии 1 μМ ротенона митохондрий мозга  крыс, вызванное 30 µМ 

производных гидрохлоридов  трифторметил-содержащих-ϒ-карболинов 
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В то же время, ряд монофтор-содержащих структурных аналогов 

Димебона (Рисунок 16Б), как и  трифторметил-содержащие структурные 

аналоги Димебона (Рисунок 17Б) проявили активность по отношению к 

кальций-индуцированному открытию пор МП, превосходящую активность 

димебона. Также все представленные на Рисунок 16Б и Рисунок 17Б 

соединения увеличивают кальциевую ёмкость митохондрий мозга крыс.  

4.2.1.4. DF-302 как ингибитор МП  

Более детально было исследовано выделенное по совокупности тестов, 

включая не только влияние на митохондрии, но также и на ряд рецепторов 

соединение-лидер DF-302 (гидрохлорид 2,8-диметил-5-[2-(5-фторпиридин-3-

ил)этил-2,3,4,5-тетрагидро-1H-пиридо[4,3-b]индола). DF-302 является 

водорастворимым соединением, которое стабильно в водных растворах, 

может проникать через гематоэнцефалический барьер. Кроме того, было 

показано, что оно нетоксично и обладает высокой биодоступностью для 

мозга и улучшенной фармакокинетикой по сравнению с димебоном: период 

его полувыведения составляет 15,26 часов, а для димебона - 2,59 часа. Кроме 

того, DF-302, как и димебон способен одновременно потенцировать токи 

АМРА-рецепторов, ингибировать NMDA-рецепторы и блокировать 5НТ6-

рецепторы, что обуславливает наличие когнитивно-стимулирующих свойств 

[219].  

Это соединение не только эффективно снижает уязвимость 

митохондрий мозга к индукции МП, но и увеличивает их кальциевую 

ёмкость (Рисунок 18А и Б, соответственно).  
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Рисунок 18 Влияние димебона  и  DF-302 на: А - кальций-индуцированное 

«набухание»; Б - кальциевую ёмкость митохондрий мозга крыс. 

Достоверность отличий оценивали одномерным дисперсионным анализом 

ANOVA c апостериорным тестом Даннетта (* - p<0.05; ** - p<0.01) 
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На клеточных моделях нейродегенерации – модели 

эксайтотоксичности и модели окислительного стресса DF-302 достоверно 

защищает нейроны от гибели (Рисунок 19).  

 

 

 

Рисунок 19 Влияние соединения-лидера из класса фтор-содержащих 

производных ϒ-карболинов – DF-302 на: А - выживаемость гранулярных 

нейронов мозжечка в условиях эксайтотоксичности  (200μМ глутамата). Б – 

выживаемость гранулярных нейронов мозжечка в условиях 

эксайтотоксичности  (200μМ глутамата) и окислительного стресса, 
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вызванного 0,5 мМ трет-бутилгидроксипероксида (тБГП) в сравнении с 

димебоном. 

 Выживаемость нейронов оценивали стандартным МТТ тестом. 

Достоверность отличий оценивали одномерным дисперсионным анализом 

ANOVA c апостериорным тестом Даннетта (* - p<0.05; ** - p<0.01  и ***- 

p<0.001). 

 

Также было показано, что in vivo хроническое введение соединений  

DF-302, как и его предшественника Димебона способно привести к 

снижению прогрессирования моторных и когнитивных дисфункций у 

трансгенных мышей с моделью амилоидоза (линия 5xFAD) [220]. 

 

4.2.1.5. DF-302 как стимулятор нейрогенеза 

В совместной работе [221] было показано в тестах пассивного 

избегания и кондиционирования страхом, что только  DF-302, но не димебон 

(после однократного перорального введения в дозах 40 мг/кг за 15 минут до 

начала обучения), улучшает долговременную память у самцов мышей CD1. 

Ранее было показано, что как ряд производных карбазолов, так и 

димебон увеличивают гипокампальный нейрогенез, который оценивали по 

включению 5-бром-2’-дезоксиуридин-5’-монофосфата, маркера делящихся 

клеток, который вводили интраперитонеально и затем регистрировали 

иммуноцитохимическим методом с антителами к 5-бром-2’-дезоксиуридин-

5’-монофосфату [155]. Авторами было показано, что основным механизмом 

стимуляции нейрогенеза является не увеличение скорости пролиферации, а 

именно увеличение выживаемости новых дифференцированных нейронов, 

что непосредственно связано со способностью соединений увеличивать 

устойчивость митохондрий к индукции МП.  

Наличие нейропротекторной активности, связанной с подавлением 

процесса МП, данные о более пролонгированной фармакокинетике и лучшей, 

по сравнению с димебоном, биодоступности DF-302, а также данные о 

потенцировании гипокамп-зависимой долговременной памяти позволили нам 
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предположить возможность выраженного эффекта потенцирования 

нейрогенеза.  

Сравнительная оценка влияния димебона и DF-302 на процессы 

нейрогенеза была проведена нашими соавторами после двухнедельного 

введения димебона или DF302 в дозах 10 и 40 мг/кг как у наивных мышей, 

так и у мышей подвергнутых предаторному стрессу (экспозиция крысы). 

Двухнедельное введение димебона или DF302 в дозах 10 и 40 мг/кг  привело 

к  достоверному снижению депрессивного поведения (тест вынужденного 

плавания), пятидневный предаторный стресс на фоне введения соединений 

привёл к достоверному противострессовому эффекту DF302 в дозе 40 мг/кг 

(тест тёмная/светлая камера и пассивное избегание) [221]. 

После введения димебона или DF302 в группах мышей, не 

подвергавшихся стрессу, достоверное стимулирование нейрогенеза, который 

оценивали по экспрессии  маркера нейрогенеза Ki-67 с помощью 

иммуногистохимической микроскопии, было показано только для 

наибольшей (40 мг/кг) дозы DF-302, но не димебона (Рисунок 20В). Для 

животных, подвергнутых стрессу также была выявлена достоверная 

дозозависимая стимуляция нейрогенеза соединением DF-302 (Рисунок 20Б), 

но не удалось выявить подобный эффект для димебона в условиях нашего 

эксперимента (Рисунок 20А), хотя стимулирование нейрогенеза димебоном 

было показано в работе [155]. 
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Рисунок 20 Влияние на плотность Ki67+ в зубчатой фасции гипокампа 

стрессированных крыс: А - димебона, Б – DF302; В - влияние димебона и DF-

302 на плотность Ki67+ в зубчатой фасции гипокампа  не стрессированных 

крыс 

 

Во время нейрогенеза в субвентрикулярной зоне 60% клеток 

новорожденных подвергаются клеточной гибели в течение 6-дневного 

периода [151], а в зубчатой фасции гиппокампа 50% нейронов 

новорожденного умирают в базовых условиях [152]. Существует множество 

данных о том, что запрограммированная гибель клеток является одним из 

важнейших регуляторов нейрогенеза у взрослых [153]. Поэтому стратегии 

выживания клеток для усиления нейрогенеза in vivo могут быть очень 

перспективным направлением. А процесс МП как ключевой этап апоптоза 
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может быть важным регулятором нейрогенеза у взрослых. Выявленная нами 

способность DF-302 ингибировать МП и защищать нейроны от смерти, 

вызванной эксайтотоксическим и окислительным стрессом (tBHP), может 

быть механизмом стимуляции нейрогенеза этим соединением. 

Таким образом, результаты скрининговых исследований новых 

оптимизированных аналогов Димебона, включающие как один из основных 

этапов исследования влияния на митохондриальные характеристики, 

связанные с индукцией процессов клеточной гибели, позволили выделить 

ряд соединений, перспективных для дальнейшей разработки в качестве 

лекарственных препаратов. Кроме того, эти исследования позволили 

убедиться в эффективности выбранной методологии скрининга новых 

цитопротекторных препаратов, основанной на оценке митохондриальных 

характеристик и привели нас к выводу о необходимости этого направления 

при развитии поиска лекарственных препаратов для лечения 

нейродегенеративных заболеваний нового типа – мультитаргетных 

препаратов. 

 

4.3. Стабилизация функций митохондрий как необходимый этап в 

создании мультитаргетных препаратов для лечения 

нейродегенеративных заболеваний  

Имеющиеся в настоящее время данные по изучению патогенеза 

большей части возраст-зависимых нейродегенеративных заболеваний (НЗ), в 

частности, болезни Альцгеймера, дают основание утверждать, что их 

патогенез характеризуется мультифакторностью, комплексной зависимостью 

как от факторов генетической предрасположенности, так и от множества 

внешних факторов риска, истории заболеваний и травм в течении жизни. 

Более того, сформировалась точка зрения о том, что не только васкулярная 

деменция, но и альцгеймеровская деменция строго говоря не является 

«болезнью», а скорее сочетанием клинических и патологических синдромов 
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[222]. В течении долгого времени БА, как и другие возраст-зависимые НЗ 

развиваются бессимптомно и диагностируются уже при высоком уровне 

нейродегенеративных повреждений в мозге и связанных с этим нарушений 

когнитивных функций. Увеличение устойчивости митохондрий к индукции 

открытия пор МП может быть основой нейропротекторного эффекта 

соединений и, в определённой степени, может обеспечить снижение скорости 

нейродегенерации. Но необходимо применение и препаратов, способных 

компенсировать нарушенные или утраченные когнитивные функции. Для 

лечения болезни Альцгеймера в настоящее время одобрены именно 

препараты, направленные на преодоление нейротрансмиттерного дефицита 

(компенсаторная или заместительная терапия). Это ингибиторы АХЭ и 

низкоаффинный ингибитор ионного канала NMDA-подтипа глутаматного 

рецептора – мемантин. Неоднозначность патогенеза и поздняя диагностика 

НЗ приводит к необходимости применения комплексной терапии при этих 

заболеваниях и делает маловероятным поиск эффективного лекарства в ряду 

монотаргетных препаратов. Необходимость наличия у лекарственных 

препаратов для лечения болезни Альцгеймера компенсаторного, когнитивно-

стимулирующего и нейропротекторного эффектов обусловила интерес к 

поиску мультитаргетных сочетающих эти активности и при этом 

обладающих низкой токсичностью и поэтому доступных для хронического 

применения [223, 224]. В то же время, исследования механизмов действия 

уже применяемых и новых препаратов с потенциалом использования для 

лечения болезни Альцгеймера, а также данные о возможной общности 

элементов нейротрансмиттерных рецепторов и митохондриальных структур 

вселяют надежду на успешную реализацию такого подхода. 

 

4.3.1. Мемантин как ингибитор МП  

Мемантин – низкоаффинный неконкурентный блокатор NMDA-

рецептора – является одобренным FDA, OECD и регуляторными органами 
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других стран  лекарственным препаратом для лечения болезни Альцгеймера 

и именно с блокадой кальциевого ионного канала NMDA-подтипа 

глутаматных рецепторов клеточной мембраны (как экстра-синаптических, 

так и постсинаптических) связывают его положительный терапевтический 

эффект: когнитивно-стимулирующие свойства и нейропротекторный эффект. 

В последние годы получен ряд данных о существовании и в мембране 

митохондрий кальциевых каналов, подобных рецептор-связанным ионным 

каналам плазматической мембраны. Показано, что ND2-субъединица 

комплекса I дыхательной цепи митохондрий (ДЦМ) которая кодируется 

митоДНК, одновременно является адапторным белком, обеспечивающим 

связывание Src киназы с NMDA-рецепторным комплексом [176].  

Косвенные подтверждения наличия структур, подобных ионному 

каналу NMDA-рецептора были получены и в наших экспериментах с 

оценкой влияния лигандов этих рецепторов на митохондриальные процессы, 

связанные с кальциевым гомеостазом. Было показано, что специфические 

лиганды NMDA рецептора МК801 (Рисунок 21) в миллимолярных 

концентрациях и мемантин в микромолярных концентрациях (Рисунок 22, 

Рисунок 23) увеличивают кальциевую ёмкость митохондрий и подавляют 

кальций-индуцированное МП [225]. Этот эффект обнаружен как для 

митохондрий печени (Рисунок 22), так и для митохондрий мозга крыс 

(Рисунок 23). 
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Рисунок 21 Лиганд NMDA-подтипа глутаматных рецепторов МК-801 

увеличивает кальциевую ёмкость изолированных митохондрий печени крыс, 

измеренную в присутствии кальций-чувствительной красителя Арсеназо  III 

 

Мемантин не влияет на мембранный потенциал митохондрий вне 

зависимости от используемого субстрата энергизации митохондрий (Рисунок 

22А,Б) снижает скорость изменения формы митохондрий в тесте кальций-

индуцированного «набухания» (Рисунок 22В-Г, Рисунок 23А) и кальций-

вызванную деполяризацию митохондрий (Рисунок 22А,Б), а в присутствии 

АДФ (Рисунок 23Б) способствует увеличению реполяризации митохондрий 

после болюсных добавок кальция. Кроме того, степень увеличения 

устойчивости митохондрий к индукции МП в присутствии мемантина 

зависит от субстратов ДЦМ, используемых в эксперименте  со значительно 

более выраженным ингибированием в присутствии именно субстратов 

комплекса I ДЦМ (Рисунок 22Д).  
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Рисунок 22 Мемантин повышает устойчивость митохондрий печени крыс к 

индукции открытия пор МП : кальций индуцированной деполяризации (А, 
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Б), «набухания» митохондрий (В, Г, Д) в зависимости от используемых 

субстратов дыхательной цепи митохондрий – А, В  - комплекса I 

(глутамата/малата); Б, Г -  комплекса II (сукцината в присутствии ингибитора 

комплекса I ротенона). 

 

Исследования кальциевой ёмкости и захвата кальция изолированными 

митохондриями в присутствии ингибиторов ионных каналов глутаматных 

рецепторов МК-801 и мемантина не выявили не только снижения скорости и 

количества захватываемого митохондриями кальция, но более того, показали 

способность более длительного удерживания потенциала митохондриями 

после добавок кальция, т.е. увеличение кальциевой ёмкости митохондрий 

(Рисунок 23А-В). Учитывая колокализацию митохондрий и глутаматных 

рецепторов, нельзя отрицать, что этот эффект увеличения кальциевой 

ёмкости и устойчивости к МП митохондрий в присутствии мемантина может 

играть существенную роль в его нейропротекторном и когнитивно-

стимулирующем эффекте.  В то же время, в исследованных концентрациях 

мемантин не влияет ни на активность дыхательной цепи митохондрий, что 

было показано с использованием респирометрии высокого разрешения 

(оксиграф Oxygraph-2k, Oroboros), ни на пероксидное окисление липидов 

митохондрий.  
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Рисунок 23 Мемантин повышает устойчивость митохондрий мозга крыс к 

индукции открытия пор МП: снижает кальций индуцированное «набухание» 

митохондрий (А), кальций-индуцированную деполяризацию митохондрий 

(Б) и увеличивает удержание кальция митохондриями. 
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Позже было показано, что митохондрии экспрессируют белки 

комплекса кальциевого канала NMDA рецептора, и формируют рецепторно-

канальный комплекс, функционально ему идентичный. Причём, 

направленная экспрессия NR1-NR2a субъединиц NMDA-рецепторного 

комплекса увеличивает внутримитохондриальный кальций и защищает 

нейрональные клетки от глутаматной токсичности [178]. 

Эти данные могут быть теоретическим обоснованием перспективности 

и реализуемости направления поиска мультитаргетных лекарственных 

препаратов, механизм действия которых связан одновременно с 

воздействием на митохондриальные кальций-зависимые функции и 

глутаматные рецепторы нейронов и обеспечивает улучшение когнитивных 

функций и нейропротекторный эффект, соответственно. Эти предположения 

были далее исследованы при создании новых когнитивных стимуляторов в 

ряду лигандов NMDA- и  AMPA-глутаматных рецепторов. 

 

4.3.2. Митохондрии как мишень нейропротекторного 

эффекта в ряду биоизостерных аналогов МК801. 

Значительное количество производных 1,2,4-тиадиазолов и 

изотиомочевин со свойствами лигандов как NMDA так и AMPA- 

глутаматных рецепторов было синтезировано в ИФАВ РАН. Это соединения, 

содержащие функциональную группировку модельного АМРАкина 

циклотиазида и, соответственно, потенциально способные проявить свойства 

активатора АМРА-подтипа глутаматных рецепторов и «прямые раскрытые» 

аналоги МК-801 и, соответственно, потенциальные ингибиторы ионных 

каналов NMDA-подтипа глутаматных рецепторов. С целью поиска 

мультитаргетных препаратов, обладающих когнитивно-стимулирующими 

свойствами благодаря взаимодействию с глутаматными рецепторами, и 

нейропротекторными свойствами не только как ингибиторы NMDA-подтипа 

глутаматных рецепторов, способные предотвращать эксайтотоксичность, но 
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и благодаря предотвращению митохондриального этапа каскада клеточной 

гибели, эти производные также исследовались в тестах для выявления 

потенциальных ингибиторов МП. 

Первичный скрининг этих соединений проводился, прежде всего, по их 

способности влиять на глутамат-индуцированный захват кальция 

препаратами синаптосомальных P2 фракций мышей. В дальнейшем 

оценивали влияние соединений-лидеров на активность двух типов 

глутаматных рецепторов (АМРА и NMDA), поведенческие характеристики. 

Параллельно нами проводилась оценка влияния этих соединений на 

характеристики митохондрий: митохондриальный потенциал, кальций-

индуцированное «набухание» митохондрий как показатель открытия пор МП 

(табл.2). 

4.3.3. Изотиомочевины 

В ряду синтезированных в ИФАВ РАН производных изотиомочевин 

практически все соединения, проявившие способность снижать кальций-

вызванное «набухание» митохондрий, вызывают деполяризацию 

митохондрий (Таблица 2).  

Деполяризация может быть связана с потенциальной токсичностью 

соединения в связи с ингибированием комплексов дыхательной цепи 

митохондрий или значительным разобщающим эффектом, но с другой 

стороны, слабый разобщающий эффект и связанное с этим снижение захвата 

кальция митоходриями может быть и основой нейропротекторного эффекта 

[226]. Для соединений, выделенных нашим коллективом исследователей в 

качестве лидеров по результатам in vitro и in vivo исследований, была 

проведена более детальная оценка взаимодействия с митохондриями  
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Таблица 2 Результаты первичного скрининга производных 

изотиомочевин 

 

№ 
Код, IP 

 
Структура 

Глутамат-

стимулирован

ный захват 

Са2+ Р2 

фракцией 

мозга мышей, 

IC50, μМ 

Деполяриза

ция 

митохондр

ий  

EC50, μМ 

Ca
2+

-

индуцирова

нное 

«набухание 

митохондри

й 

IC50, μМ 

1 5051 

3-allyl-1,1-dibenzyl-2-ethyl-isothiourea hydroiodide 

37,2 30μM 10  ± 4  

2 9242* NN

S
CH

3

IH

 

19,1 7,5μM 7,5 ± 2,8 

3 9243* NN

S

CH
3

IH

 

74,1 7,5μM 7,8 ± 1,6 

4 9261 
NN

S
CH

3

CH
3

CH
3

IH

 

30,2  100μM 100μM 

5 9267* 

IH

NN

S
CH

3

 

24,0  100μM 100μM 
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№ 
Код, IP 

 
Структура 

Глутамат-

стимулирован

ный захват 

Са2+ Р2 

фракцией 

мозга мышей, 

IC50, μМ 

Деполяриза

ция 

митохондр

ий  

EC50, μМ 

Ca
2+

-

индуцирова

нное 

«набухание 

митохондри

й 

IC50, μМ 

6 9268* 

IH

NN

S

CH
3

CH
2

 

19,1 

 35μM 

вызывает 

"набухан

ие» 

50μM 

7 9269* 

IH

NN

S

CH
3  

22,4 

 35μM 

вызывает 

"набухан

ие» 

50μM 

8 9276 
N

S

N (base)

 

Не влияет Не влияет Не влияет 

9 9306 N

S

N

 

Не влияет 75μM 100μM 

10 9304 
NN

NS

O

O

I

 

Не влияет 75μM 

вызывает 

слабое 

"набухани

е” 
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№ 
Код, IP 

 
Структура 

Глутамат-

стимулирован

ный захват 

Са2+ Р2 

фракцией 

мозга мышей, 

IC50, μМ 

Деполяриза

ция 

митохондр

ий  

EC50, μМ 

Ca
2+

-

индуцирова

нное 

«набухание 

митохондри

й 

IC50, μМ 

11 9281 
N

S

N

N

 

Не влияет Не влияет Не влияет 

12 

9111 

+ 

SAFR 

N N

S

Br

 

Не влияет 100 μM  25 ± 8 

13 9040 

 

Не влияет Не влияет Не влияет 

14 5096 
N N

S I  

Не влияет 100μM 100μM 

15 9260 S

N
H

N
H

OCH
3 N

CH
2

CH
3

 

Не влияет Не влияет 100 μM 

16 9249 
O

OH
S

N N
H

 

Не влияет Не влияет 100μM 

17 9305 N

NN

S
N

 

Не влияет Не влияет Не влияет 

Br

NN

S
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№ 
Код, IP 

 
Структура 

Глутамат-

стимулирован

ный захват 

Са2+ Р2 

фракцией 

мозга мышей, 

IC50, μМ 

Деполяриза

ция 

митохондр

ий  

EC50, μМ 

Ca
2+

-

индуцирова

нное 

«набухание 

митохондри

й 

IC50, μМ 

18 9316 N NN
N

N

N

Cl

Cl
S

F

F

I

 

Не влияет 100μM Не влияет 

19 
Nf-

NCS 
N

SH  

Не влияет Не влияет Не влияет 

 

Было изучено влияние на функциональные характеристики 

митохондрий мозга соединения-лидера NT-1505 (IP-5051, S-этил-N-аллил-

N’,N’- дибензилизотиомочевины гидроиодида).  

 

Рисунок 24.  NT-1505 как представитель биоизостерных аналогов МК-801 с 

биоизостерным фрагментом АМРАкина 
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NT-1505 проявил когнитивно-стимулирующие свойства, благодаря 

наличию как NMDA-рецептор блокирующего, так и АМРА-активирующего 

влияния, был лишён побочного психогенического эффекта, характерного для 

МК801, и проявляющегося в стереотипичном поведении, атаксии и 

гиперактивности [196, 227, 228]: 

 Анти-NMDA активность in vivo     ( ED
50

 ≈ 10 мг/кг ) 

 Стимуляция KК(AMPA)–вызванных токов  ( ED
300

 ≈ 20 μM)  

 Когнитивно-стимулярующая активность в модели холиэргической  

(AF64A) амнезии  ( ED
50

 ≈ 0.5 мг/кг )  

 Отсутствие характерных для  MK-801 психотомиметических эффектов 

 Низкая острая токсичность ( LD
50 

≈ 1100 мг/кг ) 

 Высокий “теоретический” терапевтический индекс  ( K > 2000 ) 

 

 Кроме того, соединение обладало низкой острой токсичностью (ЛД50 > 

1мг/кг). В скрининговых тестах на митохондриях печени по влиянию 

веществ на МП (набухание митохондрий) это вещество проявляет 

значительный протекторный эффект (более 50% ингибирования) в 

концентрациях выше 10 µМ, однако также это вещество вызывает 

деполяризацию митохондрий, не развивающуюся во времени и 

концентрационно-зависимо снижает способность митохондрий накапливать 

ионы кальция (Рисунок 25А,Б,В), а при оценке влияния на активность 

дыхательной цепи митохондрий обнаружено почти двухкратное увеличение 

скорости дыхание в отсутствии АДФ (в состоянии 4) и снижение 

дыхательного контроля в присутствии субстратов комплекса 1 ( с 5,38 ± 0,23 

в контрольных пробах, до 1,25 ± 0,19 в пробах с 30 µМ NT-1505).  
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 Рисунок 25 Влияние NT-1505 на кальций-индуцированное 

«набухание» (А) и сукцинат-поддерживаемый потенциал (Б) митохондрий 

печени крыс и на кальциевую ёмкость (В) митохондрий мозга крыс 
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Это позволяет предполагать разобщающий эффект соединения. Нужно 

отметить, что при исследовании влияния NT-1505 на микровязкость мембран 

синаптосом мышей после его in vivo введения в течении 15 дней 

наблюдается изменение структуры, перестройка прибелковых областей 

мембран без изменения липидной фазы [229]. В то же время, коллегами было 

показано, что соединение NT-1505 не влияет на состояние липидов мембран 

эндоплазматического ретикулума после in vivo введения препарата [230]. 

Поэтому можно предположить, что разобщающий эффект NT-1505 не связан 

с нарушениями (изменениями) текучести липидной фазы мембран, и 

является результатом взаимодействия с белками митохондриальной 

мембраны, возможно с разобщающими белками или с митохондриальными 

аналогами субъединиц NMDA-подтипа глутаматных рецепторов. Таким 

образом, соединение не является ингибитором поры МП, но предотвращает 

открытие пор МП благодаря снижению митохондриального потенциала и 

соответствующего захвата кальция митохондриями. Вопрос о конкретных 

молекулярных мишенях и механизмах взаимодействия этого вещества с 

митохондриями остаётся открытым. 

Таким образом, соединение-лидер, обладающее как когнитивно-

стимулирующим, так и нейропротекторным эффектами способно повышать 

устойчивость митохондрий к индукции процесса МП, предотвращая вход 

кальция в митохондрии, что может быть одним из механизмов его 

нейропротекторного эффекта. 

4.3.4. Производные [1,2,4]-тиадиазола 

 С целью поиска эффективных стимуляторов когнитивных функций в 

ИФАВ РАН была разработана стратегия направленного синтеза 

принципиально новой группы соединений в ряду производных [1,2,4]-

тиадиазола, которые, являясь биоизостерными аналогами модельного 
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«ампакина» циклотиазида могут являться позитивными модуляторами 

АМРА-рецепторов [231]. 

В последнее время показана значительная перспективность 

производных 1,2,4-тиадиазола в качестве возможных препаратов для 

предупреждения и лечения нейродегенеративных заболеваний, например, 

болезни Альцгеймера [232] благодаря взаимодействию и с другими, 

важными для патогенеза НЗ мишенями. Так, описана способность этих 

соединений модулировать активность гамма-секретазы - основного 

фермента, продуцирующего токсическую форму β-амилоида, препятствовать 

агрегации β-амилоида и образованию сенильных бляшек, , ингибировать 

накопление синуклеина. В ряду производных 1,2,4-тиадиазола выявлены 

эффективные ингибиторы киназы гликоген-синтазы 3β (КГС-3β), препарат 

тидеглусиб (Tideglusib) исследовался на II стадии клинических испытаний 

для лечения болезни Альцгеймера и сейчас проходит испытания как препарат 

для лечения миотонической дистонии (EP 2609918 A1 20130703). КГС-3β 

вовлечена в патогенез целого ряда заболеваний, в том числе и 

нейродегенеративных. Именно она обуславливает появление 

гиперфосфорилированных форм тау-белка и нарушение функционирования 

системы микротрубочек, участвует в регуляции глутаматных рецепторов и 

митохондриальных функций, в частности процесса МП, в нейроне [233]. 

Таким образом, производные 1,2,4-тиадиазола, несомненно, являются 

перспективными для создания новых инновационных мультитаргетных 

препаратов для коррекции широкого спектра когнитивных расстройств 

нейродегенеративного типа. 

Был синтезирован ряд тиадиазолов общей формулы  
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 и проведен первичный скрининг как на модели глутамат-зависимого 

захвата кальция синаптосомами, так и на митохондриальных тестах: оценка 

митохондриальной токсичности соединений и способности увеличивать 

устойчивость митохондрий к кальций-индуцированному открытию пор МП  

(табл.3).  

Таблица 3 Результаты первичного скрининга производных тиадиазолов 

 

№ 

Код, 

IP 

 

Структура 
mito  

EC50, µМ 

 

Ca
2+

-

вызванное 

«набухание» 

митохондрий 

IC50, µМ 

 

1 9302 

N

NS

NCl

F

O

 

Не 

влияет 

Не влияет 

2 9303 

N

NS

NCl

Cl

O

MW =304,20  

 50, µМ 

Не влияет 

3 9314 
N

S N

N
O

 

Не 

влияет 

Не влияет 

4 9255 ONS

N
H

N
H

OCH
3 N CH

3

 

Не 

влияет 

Не влияет 

5 9191 

N

NS

N NCl

F  

 75µМ 
вызывает 

набухание 

6 9223 
N

NS

N
H

N
HCl

F
CH

3
CH

3  

 100 

µМ 

вызывает 

набухание 
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№ 

Код, 

IP 

 

Структура 
mito  

EC50, µМ 

 

Ca
2+

-

вызванное 

«набухание» 

митохондрий 

IC50, µМ 

 

7 9279 
Cl

O

N

N

NS

N
H

N
HCl

CH
3

 

 50 µМ 
вызывает 

набухание 

8 9307 

N

NS

N

N
O

Cl

F

N

 

Не 

влияет 
≥100mkM  

9 9300 
F

N

N

N

NS

N
H

N
H

O

 

Не 

влияет 
23 ± 8 

10 9278 
NH

N

NS

N
H

N
HCl

Cl CH
3

CH
3

CH
3

CH
3

CH
3

 

 50 µМ 
вызывает 

набухание 

11 9280 9280 
NH

N

NS

N
H

N
HCl

Cl
CH

3

CH
3

CH
3

CH
3

CH
3

 

304,6+17,7 

 

100 µМ 51 ± 10  

12 9287 N

N

NS

N NCl

F

 

75 µМ 
вызывает 

набухание 

13 9311 

 

N

NS
N

N NCl

 

Не 

влияет 
14 ± 7 

14 9298  
Не 

влияет 

13  ± 5 
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№ 

Код, 

IP 

 

Структура 
mito  

EC50, µМ 

 

Ca
2+

-

вызванное 

«набухание» 

митохондрий 

IC50, µМ 

 

N

NS

N

N N

Br

 

 

 

В экспериментах по определению влияния этих соединений на Fe
3+

-

индуцированное перекисное окисление липидов в гомогенате мозга крыс не 

выявлено значительной антиоксидантой активности – при 30мкМ 

ингибирование не превышает 20%.  

Соединения-лидеры по митохондриальным тестам, которые можно 

охарактеризовать как ингибиторы МП, не вызывающие деполяризации 

митохондрий – IP-9298, IP-9311 и IP-9300.  

Учитывая также влияние на активность NMDA-подтипа глутаматных 

рецепторов для дальнейшей разработки было выбрано соединение IP-9311.  

Показано, что до 80 мкМ концентрации соединение IP-9311 как в 

присутствии субстратов комплекса I (глутамат-малат), так и в присутствии 

ингибитора комплекса I ротенона и субстрата комплекса II сукцината не 

вызывает деполяризации митохондрий (Рисунок 26А и Б). В то же время, это 

соединение эффективно подавляет кальций-вызванное открытие пор МП, 

снижая степень и скорость «набухания» митохондрий, причём этот эффект 

наблюдается как для митохондрий печени крыс (Рисунок 26Б), так и для 

митохондрий мозга крыс (Рисунок 27А) и сопровождается увеличением 

кальциевой ёмкости митохондрий (Рисунок 26В и Рисунок 27Б), что 

позволяет предположить вклад мито-направленного эффекта как в 



131 

 

нейропротекторный эффект соединения, так и в его когнитивно-

стимулирующий эффект. 

 

 

Рисунок 26 Влияние IP-9311 на глутамат/малат-поддерживаемый потенциал 

(А), кальций-индуцированное «набухание» (Б) и кальциевую ёмкость (В) 

митохондрий печени крыс 
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Рисунок 27 Влияние IP-9311 на кальций-индуцированное «набухание» (А) и 

кальциевую ёмкость (Б) митохондрий мозга крыс 
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4.4. Алломаргаритарин – триптаминовое производное секуринина как 

потенциальный нейропротектор. 

Одним из наиболее привлекательных направлений создания 

лекарственных средств является разработка аналогов эндогенных 

регуляторов мишени. Для МП в настоящее время известен ряд эндогенных 

соединений и условий как потенцирующих открытие поры, так и способных 

снизить вероятность её открытия. И в этом плане значительный интерес 

представляют производные биогенных индолов – триптамина, мелатонина, 

N-ацетилсеротонина, серотонина и т.д. большая часть этих соединений 

обладает нейротропной активностью и поэтому представляет интерес при 

создании новых лекарственных препаратов, в том числе и обладающих 

нейропротекторной активностью.  

Гормон эпифиза мелатонин и его предшественник N-ацетилсеротонин 

(NAS), помимо рецептор-обусловленного гормонального эффекта, являются 

антиоксидантами и, специфически накапливаясь в митохондриях, действуют 

как стимуляторы активности дыхательной цепи митохондрий, ингибируют 

процесс МП и обладают значительным нейропротекторным потенциалом. Но 

в некоторых условиях, и в зависимости от локализации и концентраций 

могут проявлять прооксидантную активность, а концентрационная 

зависимость подавления открытия пор МП имеет колоколообразную форму 

[130, 234-236]. Такая неоднозначность действия мелатонина и в большей 

степени NAS, немонотонная зависимость от концентрации и условий 

индукции МП связана и достаточно хорошо согласуются с гипотезой о том, 

что эти соединения обладают мультимодальными возможностями [237] и 

играют особую роль как эндогенные и локальные регуляторы процесса МП и, 

соответственно, жизнеспособности нейронов. 

Именно это обусловило наш особый интерес к синтезированному в 

лаборатории природных соединений ИФАВ РАН конъюгату природного 

алкалоида секуринина (СКР) с триптамином. - алломаргаритарину (АМ), 

эпимеру минорного природного алкалоида маргаритарина (Рисунок 28) 
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Рисунок 28 Общая формула алкалоида секуринина, использованного 

для создания конъюгата и его триптаминового производного 

алломаргаритарина. 

 

Секурининовые алкалоиды, выделенные из растений близких родов 

Securinega, Margaritaria, Phyllanthus, представляют собой группу 

гетероциклических соединений с широким спектром биологической 

активности. Наиболее известен алкалоид секуринин, представляющий собой 

молекулу с жестко закрепленной структурой. В 1953 году секуринин был 

выделен из Securinega suffruticosa В. И. Муравьевой и А. И. Баньковским как 

первый представитель этого семейства алкалоидов. Секуринин применялся в 

России и Китае как аналептическое лекарственное средство по характеру 

действия близкое к стрихнину, менее активное, но и менее токсичное (в 8—

10 раз) и, таким образом обладающее большей терапевтической широтой. В 

то же время, как и стрихнин, секуринин способен вызывать судорожную 

активность. В электрофизиологических экспериментах было показано, что 

секуринин блокирует эффект ГАМК. Секуринин, ингибируя связывание 
3
Н-

ГАМК с мембранами нейронов крыс, не влияет на бикукулин-

нечувствительное связывание ГАМК с ГАМКБ-рецепторами, связывание 
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лигандов с бензодиазепиновыми рецепторами, М-холинорецепторами, β-

адренорецепторами. Это позволило предположить, что секуринин является 

селективным антагонистом ГАМКа рецепторов [238]. В клинике секуринин 

применялся при астенических состояниях, парезах и параличах, возникших 

после перенесённых инфекционных и других заболеваний, при гипо- и 

астенической форме неврастении, Есть клинические данные о 

перспективности использования секуринина при лечении бокового 

амиотрофического склероза [239]. Кроме того, есть данные, что секуринин 

проявляет нейропротекторный эффект при хроническом введении βА (25-35) 

и усиливает обучаемость и память, потенцируя долговременную 

потенциацию [240, 241]. Также показан его нейропротекторный эффект на 

клеточной модели хореи Гентингтона, что связано с ингибированием 

дисульфидизомеразы [242], и противовоспалительный и нейропротекторный 

эффекты на клеточной модели болезни Паркинсона [243]. 

В совместной работе в рамках скрининга антиоксидантной активности 

коньюгатов СКР с биогенными аминами, такая активность выявлена для АМ 

[244].  Это соединение обладает, в отличие от секуринина, способностью 

снижать Fe
3+

- и тБГП-вызванное перекисное окисление липидов в 

гомогенатах мозга крыс, показана его восстановительная или электрон-

донорная активность (с помощью CUPRAC-теста), способность хелатировать 

ионы Fe
2+

.  

Важно, что АМ также способен ингибировать активность 1-

липоксигеназы – фермента синтеза оксилипинов, относящегося к классу 

железосодержащих оксигеназ и катализирующих окисление 

полиненасыщенных жирных кислот с образованием гидроперекисей, что 

также может вносить свой вклад в антиоксидантный потенциал АМ. 1-

липоксигеназа широко используется как биохимическая in vitro модель при 

поиске фармакологически активных соединений в связи со значительным 

сходством с липоксигеназами человека по субстратной специфичности и 

характеристикам ингибирования [245]. Постмортем в мозге больных 
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болезнью Альцгеймера найдено повышенное содержание 5-липоксигеназы. 

Оверэкспрессия этого фермента ведёт к повышению генной и белковой 

экспрессии γ-секретазы и повышенному уровню β-амилоидного пептида, а 

также повышению образования нейрофибриллярных пучков, в то время как 

ингибиторы 5-липоксигеназы вызывают снижение гиперфосфорилирования 

тау-белка  [246]. Первичный скрининг по поиску потенциальных 

нейропротекторов в ряду коньюгатов СКР с биогенными аминами на основе 

способности подавлять кальций-вызванное открытие пор МП проводился в 

соответствии с методикой, описанной в патенте [198]. 

Алломаргаритарин, не влияя на мембранный потенциал митохондрий, 

активность и состояние дыхательной цепи митохондрий, снижает кальций-

вызванную деполяризацию (Рисунок 29А), и кальций-вызванное «набухание» 

как изолированных митохондрий печени крыс (Рисунок 29Б), так и 

изолированных митохондрий мозга крыс (Рисунок 29В), причём IC50 не 

отличается значительно для митохондрий из этих двух органов. Таким 

образом, можно утверждать, что это соединение обладает способностью 

увеличивать устойчивость митохондрий к индукции процесса МП [247]. В то 

же время, секуринин не проявляет антиоксидантной активности и 

способности подавлять кальций-индуцированное открытие пор МП, а 

триптамин обладает незначительной антиоксидантной активностью (IC50 = 

0,84 мM) и также не проявляет свойств ингибитора МП [248].  

Ранее нами было впервые показано, что β-амилоид способен вызывать 

индукцию МП [10] и позже наши данные были подтверждены значительным 

количеством исследований, выявлен ряд митохондриальных мишеней, 

показано, что наиболее токсичны для клеток именно внутриклеточные 

олигомерные формы β-амилоида, а митохондриальная мембрана может быть 

местом образования нейротоксичных форм этого пептида [249].  

Алломаргаритарин эффективно снижает развитие «набухания» 

митохондрий в суспензии изолированных митохондрий мозга крыс, 
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потенцированное также и β-амилоидом (25-35), в том числе и в присутствии 

подпороговых концентраций кальция (Рисунок 29Г). 

 

 

 

Рисунок 29 Влияние Алломаргаритарина на: А - мембранный потенциал 

митохондрий печени крыс, Б - «набухание» митохондрий печени крыс, 

вызванное 25 μМ Са2+, В -  максимальную скорость вызванного 25 μМ Са2+ 

«набухания» митохондрий мозга крыс, Г - «набухание» митохондрий мозга 

крыс, вызванное βА(25-35). Достоверность отличий оценивали по критерию 

Манна-Уитни, *** - p<0.0001 

 

Нейропротекторный потенциал Алломаргаритарина (но не СКР) был 

подтверждён и на клеточных моделях нейродегенерации. Прежде всего, 
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учитывая не только способность АМ подавлять открытие пор МП, но и 

антиоксидантный потенциал, это вызванная Fe
3+

 гибель нейронов первичной 

культуры коры мозга крыс, связанная с окислительным стрессом и 

ферроптозом. Также исследовали способность алломаргаритарина защищать 

нейроны первичной культуры коры мозга крыс от β-амилоидной токсичности 

и гранулярные нейроны первичной культуры мозжечка от 

эксайтотоксичности, в механизмах гибели нейронов при которой ключевую 

роль играют митохондрии. На всех вышеперечисленных клеточных моделях 

нейродегенерации алломаргаритарин проявил нейропротекторные свойства 

(Рисунок 30), практически полностью подавляя цитотоксичный эффект 

соответствующего нейротоксина.  
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Рисунок 30 Нейро(цито)протекторная активность Алломаргаритарина в 

условиях клеточных моделей нейродегенерации: А – эксайтотоксичность на 

первичной культуре гранулярных нейронов мозжечка крыс; Б – 

окислительный стресс, ферроптоз на первичной культуре нейронов коры 

мозга крыс; В – β-амилоидная токсичность на первичной культуре нейронов 

коры мозга крыс. Достоверность отличий оценивали по критерию Манна-

Уитни, * - р<0.05, ** - p<0.001, *** - p<0.0001 
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Индольные производные, такие как мелатонин, N-ацетилсеротонин, 

триптофол, серотонин, ингибируют фибриллогенез и дестабилизируют 

агрегаты β-амилоида [250]. Отчасти, этот эффект, как и дестабилизация 

агрегатов могут быть связаны с их антиоксидантной активностью [251]. 

Исходя из этого, можно предполагать наличие антиагрегационных свойств и 

у триптаминового производного секуринина - алломаргаритарина. Для 

исследования влияния алломаргаритарина на агрегацию β-амилоида (1-42) 

был использован флуоресцентный зонд тиофлавин Т, который избирательно 

взаимодействует с амилоидными фибриллами, образуя при этом интенсивно 

флуоресцирующий комплекс, с последующим контролем образующихся 

структур электронной микроскопией. В контрольных пробах с β-амилоидом 

(1-42) наблюдается рост флуоресценции ТфТ и образование в условиях 

нашего эксперимента амилоидных фибрилл подтверждается электронной 

микроскопией (Рисунок 31А-В). Как и ожидалось, сам триптамин снижает 

ТфТ-зависимую флуоресценцию, а секуринин даже проявляет тенденцию к 

усилению ТфТ-зависимой флуоресценции (Рисунок 31А). В то же время, 

алломаргаритарин значительно эффективнее по сравнению с триптамином и 

концентрационно-зависимо подавляет нарастание флуоресценции ТфТ 

(Рисунок 31Б), что свидетельствует о снижении образования амилоидных 

фибрилл но не предотвращает образование олигомерных и/или аморфных 

форм агрегатов β-амилоида, что выявляется данными электронной 

микроскопии (Рисунок 31Г).  
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Рисунок 31 Влияние на агрегацию β-амилоидного пептида (1-42): А – 

секуринина, триптамина и алломаргаритарина в концентрациях 100 μМ, Б – 

разных концентраций алломаргаритарина. За 100% принимали 
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флуоресценцию ТфТ в контрольной пробе после 24 часов инкубации, 0% - 

флуоресценция проб без β-амилоидного пептида (1-42). Электронная 

микроскопия проб после 24-часовой инкубации (метод негативного 

контрастирования, х10000): В и Д – контрольные пробы β-амилоидного 

пептида (1-42), Г – пробы в присутствии 20μМ алломаргаритарина. 

 

Нежелательный побочный эффект секуринина – его значительная 

просудорожная активность, что связано со способностью ингибировать 

ГАМКА-рецептор. Ранее было показано, что секуринин в малых 

концентрациях (10-100 нМ) увеличивает вызванные ГАМК токи в клетках 

Пуркинье мозжечка, а в больших (1-10 мкМ) – блокирует их. 

Алломаргаритарин, в отличие от секуринина, снижает амплитуду ГАМК-

вызванных токов даже в более широком диапазоне концентраций 0,1 - 10 

мкМ [252]. Поэтому мы прежде всего проверили возможность 

просудорожной активности алломаргаритарина.  

Секуринин при введении в дозах 20мг/кг и 30 мг/кг вызывал развитие 

судорог вплоть до 4 - 5 стадиям по 5-балльной шкале Мареша (ко 2 минуте 

после введения – у 5 мышей из 7 при 20 мг/кг и у 7 из 7 при 30мг/кг). В то же 

время, алломаргаритарин в этих же дозах не вызвал судорог ни у одного 

животного (Рисунок 32А). Не было зафиксировано не только судорожного 

эффекта, но даже каких-либо изменений в состоянии и поведении животных 

и в день введения, и в последующие две недели наблюдения.  

Следующий поставленный вопрос был: может ли алломаргаритарин 

предотвращать или ослаблять развитие судорог? Изменение энергетических 

процессов в митохондриях нейронов является одной из причин инициации и 

самоподдержания эпилептического статуса, при судорожных припадках 

стремительно возрастает скорость окислительного метаболизма [253, 254].  В 

работе Zhang Y  [255] показано увеличение содержания и окисления 

сукцината в мозге крыс после вызванного литий-пилокарпином или каиновой 

кислотой эпистатуса. Это коррелирует с интенсивностью окислительного 

стресса, увеличенной продукцией супероксидрадикала, митофагией и 

нейрональной дегенерацией. Ингибитор сукцинатдегидрогеназы 
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способствовал снижению окислительного стресса и ослаблению судорожной 

активности. Нами также было показано ранее [256], что у крыс при 

значительной судорожной активности в литий-пилокарпиной модели 

эпистатуса  (более 3 стадии) достоверно повышена уязвимость митохондрий 

мозга к индукции МП: снижена пороговая концентрация кальция. 

вызывающая деполяризацию митохондрий и Са
2+

-ёмкость митохондрий. В 

свою очередь это может быть не только причиной нейродегенеративных 

последствий, но и обуславливать нарастающую частоту, длительность и 

тяжесть судорог в связи с неконтролируемым ростом цитозольной 

концентрации кальция в нейронах. И в этих условиях, ингибиторы пор МП 

могут ослабить судорожную активность – снизить скорость их нарастания и 

предотвратить нейродегенератвные последствия. Именно со способностью 

увеличивать устойчивость митохондрий к индукции открытия пор МП 

связывают и противосудорожную активность кетоновых тел и 

специфического лиганда циклофилина Д – аналога циклоспорина А NIM811 

[257]. Кроме того, для используемых в настоящее время противосудорожных 

препаратов важной проблемой является их митохондриальная токсичность 

[258]. Поэтому поиск соединений, обладающих способностью снижать 

судорожную активность и одновременно обладать мито- и 

нейропротекторной активностью – крайне привлекательная задача. 

Алломаргаритарин в наших экспериментах [259] снижал тяжесть 

эпилептического статуса в литий-пилокарпиновой модели, достоверно и 

почти втрое увеличивая латентный период развития судорожной активности 

при однократном внутрибрюшинном введении в дозе 20 мг/кг за 15 минут до 

введения пилокарпина (Рисунок 32Б). У контрольной группы латентный 

период 3 стадии составил 13,0±2,4 мин, то у группы с введением 

алломаргаритарина - 34,8±3,3 мин (267,9±25,5 % от контроля, Mann-Whitney 

U Test, p<0,05). Центральное внутрижелудочковое введение АМ при 

индукции судорожной активности пилокарпином, достоверно снизило 
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Б В 

А 

длительность судорог 3 стадии у мышей опытной группы группы по 

сравнению с животными контрольной группы (Рисунок 32 В). 

 

 

 

 

Рисунок 32 Влияние секуринина и алломаргаритарина на спонтанный 

эпилептогенез (А)  и ослабление тяжести судорожного состояния 

алломаргаритарином в литий-пилокарпиновой модели эпилепсии: Б -  АМ 

увеличивает латентный период судорог 3 стадии (ЛП3); В – АМ снижает 

длительность судорог 3 стадии. Секуринин и алломаргаритарин вводили 

однократно, внутрибрюшинно в дозе 20мг/кг, контрольным животным 

вводили тот же объём растворителя (физиологический раствор-ДМСО) 
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Полученные данные на клеточных моделях нейродегенерации и в 

экспериментах in vivo показывают перспективность дальнейшего развития 

направления по созданию новых производных секурининовых алкалоидов с 

модификацией присоединением производных индола (триптамина и его 

производных) как мультитаргетных препаратов для лечения заболеваний, 

связанных с развитием судорожного синдрома и нейродегенеративных 

заболеваний. 

4.5. Бифармакофорные мультитаргетные препараты 

Небольшое число имеющихся в настоящее время лекарств для лечения 

БА оказывает влияние на смягчение последствий дегенеративных изменений 

в мозге, а именно, снижение памяти и угасание когнитивных 

(познавательных) функций, но не на сам процесс нейродегенерации. Однако 

кроме задачи компенсации снижения памяти и когнитивных функций 

необходимо решить и задачу прерывания или хотя бы замедления процессов 

нейродегенерации - нарастающей гибели нейронов и утраты ими 

функциональной активности. Одним из наиболее перспективных путей 

решения этой проблемы является создание новых лекарственных 

мультитаргетных препаратов, сочетающих в своей структуре различные 

фармакофоры и способных оказывать комплексное воздействие на 

направленный выбор биомишеней, способных обеспечить когнитивно-

стимулирующий (симптоматический), нейропротекторный и молезнь-

модифицирующий эффекты [260]. Создание единой химической молекулы, 

способной одновременно влиять на множественные патогенетические звенья 

заболевания, имеет дополнительные преимущества по сравнению с 

комбинациями лекарственных средств как с точки зрения оптимального 

ADMET-профиля, так и в плане снижения риска нежелательных эффектов от 

взаимодействий отдельных лекарственных компонентов. 
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В ИФАВ РАН был разработан синтетический алгоритм 

конъюгирования нескольких фармакофорных лигандов, синтезированы 

гибридные структуры и проведен масштабный скрининг по предложенной 

актуальной для лечения НЗ системе скрининга, основанной на направленном 

выборе биомишеней. Это мишени, связанные с компенсацией когнитивных 

функций – холинэстеразы и подтипы глутаматных рецепторов, с 

нейропротекторным эффектом – митохондрии, особенно процесс МП, 

болезнь-модифицирующим действием – тау-заместительный эффект 

стабилизации микротрубочек и АХЭ-обусловленное потенцирование 

агрегации амилоида [261]. Работа увенчалась успехом - были выделены 

несколько рядов гибридных соединений, представители которых обладали 

различным набором положительных для потенциальных лекарственных 

препаратов активностей [262].  

Среди синтезированных гибридных соединений были как 

гетеробивалентные, так и гомобивалентные. Гетеробивалентные препараты, 

где предположительно каждый фармакофор связывается с различными 

клинически значимыми мишенями, с высокой степенью вероятности будет, 

по меньшей мере, бифункциональным. Можно предположить, что такая 

комбинированная терапия с одной молекулой вызывает аддитивные или 

синергетические эффекты, которые улучшают терапевтическую 

эффективность. Примером может быть и представленный ранее конъюгат 

секуринина и триптамина.  

Но и использование гомобивалентных молекул, в которых каждая 

половина гибрида имеет идентичные свойства связывания, также является 

очень полезным и многообещающим подходом к повышению эффективности 

лекарственных средств: посредством оптимизации битопического 

взаимодействия аллостерического и ортостерического связывания с 

мишенями [263]; как благодаря возможности более эффективно 

взаимодействовать с димерными формами рецепторов, ферментов или с 

различными подтипами таких мишеней [264-266]. Удвоение фармакофоров 



147 

 

может также и расширить спектр фармакологической активности за пределы 

суммы активностей фармакофора, что, впрочем, справедливо и для 

гетеробивалентных соединений.  

Кроме того, особенно перспективно может быть создание 

гомобивалентных потенциальных лекарственных препаратов на основе 

мультитаргетного лиганда, что позволяет помимо перечисленных выше 

механизмов увеличения эффективности воздействия на индивидуальную 

мишень воздействовать на комплекс мишеней с уже доказанной 

терапевтической полезностью. 

Такая работа по синтезу и скринингу биологической активности 

бинарных соединений аминоадамантанов и бинарных соединений ϒ-

карболинов была проведена (Рисунок 33).  
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Рисунок 33 Создание гомобивалентных конъюгатов гамма-карболинов и 

аминоадамантанов. 

 

4.5.1. Бис-гамма-карболины 

Прежде всего было проведено исследование новых аналогов димебона 

- бис-гамма-карболинов со спейсерами различного строения (табл. 4) как 

новых потенциальных препаратов для лечения БА с целью расширения 

спектра биологической активности и улучшения фармакологических свойств 

исходного прототипа - Димебона. [267, 268], Результаты первичного 

скрининга показали наличие зависящей от структуры спейсера равной или 

большей по сравнению с Димебоном ингибирующей активности по 

отношению к ацетил- и бутирилхолинэстеразам при отсутствии влияния на 

активность карбоксилэстеразы, что быо показано коллегами из лаборатории 

молекулярной токсикологии ИФАВ РАН. Кроме того, мы показали, что эти 

соединения проявили антиоксидантную активность – предотвращая Fe
2+

-

вызванное ПОЛ в гомогенате мозга крыс. Способность предотвращать ПОЛ 

наиболее выражена у конъюгатов с триазольным и бистриазольным 

спейсером (табл. 4), которые, в отличие от Димебона, и конъюгатов с 

алкиленовым и фенилендиалкиленовым спейсерами обладают выраженными 

радикал-связывающими свойствами [269].  

Конъюгаты с алкиленовым и фенилендиалкиленовым спейсерами, 

практически не проявляющие радикал-связывающей активности, всё же в 

значительно большей степени по сравнению с Димебоном предотвращают 

как Fe
2+

-вызванное, так и спонтанное ПОЛ.  

В то же время, именно эти производные обладают способностью 

ингибировать Са
2+

-вызванное «набухание» митохондрий печени (табл. 4) и 

мозга (Рисунок 34) крыс, но не влияют на мембранный потенциал 

митохондрий печени и мозга крыс. 
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Таблица 4 Результаты первичного скрининга бис-ϒ-карболинов 

Спейсер 

Ингибирование 

Fe
2+

-вызванного ПОЛ 

в гомогенате мозга 

крыс 

IC50, μM 

Ингибирование 

Са2+-вызванного 

«набухания» 

митохондрий печени 

крыс 

IC50, μM 

-(CH2)3- 25.9 ± 8.4 24.3 ± 7.6 

-(CH2)4- ≥30 5.8 ± 1.2 

-(CH2)5- 9.9 ± 2.0 23.5 ± 8.1 

-(CH2)6- 14.3 ± 4.8 15.9 ± 5.5 

 
23.1 ± 11.1 2.4 ± 0.9 

 

13.0 ± 3.1 8.9 ± 2.2 

 

3.0 ± 0.5
a 

Не ингибирует 

 

3.1 ± 0.6
a 

Не ингибирует 

 

2.8 ± 0.6
a 

Не ингибирует 

Димебон >100 37 ± 17.5 
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Рисунок 34 Влияние Димебона и его гомобивалентных аналогов на кальций-

индуцированное «набухание» митохондрий мозга крыс 
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Для соединений-лидеров этой группы по результатам первичного 

скрининга показано также, что их МП подавляющая способность связана с 

увеличением кальциевой ёмкости митохондрий (Рисунок 35А и Б). 

Нейропротекторный эффект был подтверждён на клеточной модели 

кальциевого стресса в присутствии кальциевого ионофора иономицина 

(Рисунок 35В). 
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Рисунок 35 Влияние Димебона и его гомобивалентных аналогов на:  А  и Б – 

на кальциевую ёмкость митохондрий мозга крыс; В – выживаемость 

первичных нейронов коры мозга крыс в условиях кальциевого стресса (в 

присутствии 1,5 μМ иономицина) 

 

 Дальнейшие исследования на клеточных и in vivo моделях 

нейродегенерации проводятся в настоящее время. 

4.5.2. Бис-аминоадамантаны 

В ряду гомобивалентных производных аминоадамантанов не удалось 

найти соединений, превосходящих мемантин по способности подавлять 

открытие пор МП. Соединение-лидер по способности вытеснять 

специфический внутриканальный ингибитор НМДА-подтипа глутаматного 

рецептора - CА-7850x не только не отличается от мемантина, но и вызывает 

деполяризацию митохондрий, в большей степени выраженную при 

энергизации митохондрий сукцинатом в присутствии ингибитора комплекса 

1 ротенона (Рисунок 36).  
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Рисунок 36 Влияние на мембранный потенциал  в присутствии 

глутамата/малата (А,Б) или сукцината/ротенона (В,Г) мемантина (А, В) и СА-
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7850х (Б, Г), и вызванное 25 μМ Са2+ «набухание» (Д,Е) митохондрий мозга 

крыс 

 

 

Для этого соединения были проведены пилотные эксперименты по 

поведенческому тестированию. В тесте пассивного избегания была выявлена 

тенденция к улучшению кратковременной памяти наивных мышей и 

нейропротекторному эффекту веществ в условиях нарушения 

пространственной памяти скополамином при введении мышам мемантина и 

СА-7850х в дозе 5 мг/кг. Мемантин и СА-7850х в исследуемой дозе не 

оказывают эффектов на двигательную активность, уровень тревожности и 

ориетировочно-исследовательское поведение мышей в тесте открытое поле. 

Как и для мемантина in vivo в тесте кондиционирования страха при 

одновременном введении этого соединения со скополамином 

непосредственно перед сессией переучивания, показано ускорение процесса 

угашения памяти об аверсивном событии. Однако учитывая наши и 

литературные данные о возможности амнестического действия мемантина, 

мы не можем не учитывать возможности проявления этого эффекта. В то же 

время, наблюдаемая тенденция снижения амнестического эффекта 

скополамина при совместном введении с СА-7850х или мемантином перед 

сессией обучения в тесте контекстного кондиционирования страха и 

увеличение количества обучившихся мышей в тесте пассивного избегания 

позволяет предположить положительное влияние на память этого 

соединения. Для подтверждения этого предположения и предположения о 

стимуляции процесса угашения аверсивного следа памяти необходимо 

проведение дальнейших исследований.   

4.5.3. Конъюгаты производных МС и индолов, включая гамма-

карболины  

Также было создано несколько перспективных рядов 

гетеробивалентных комплексов. Один из таких рядов - конъюгаты, 
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содержащие как фармакофор производные ряда индолов, и как второй 

фармакофор – метиленовый синий (МС), соединение с уникально богатым 

нейропротекторным потенциалом (Рисунок 37).  

 

Рисунок 37 Формулы прообразов фармакофоров и конъюгатов производных 

индолов, тетрагидро-ϒ-карболинов и фенотиазинов 
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МC является членом семейства фенотиазинов с широким спектром 

терапевтических и диагностических применений. Благодаря как катионным, 

так и липофильным свойствам, МС легко проникает через 

гематоэнцефалический барьер, клеточную и митохондриальную мембрану и 

диффундирует в митохондриальный матрикс, где при низких дозах он 

образует окислительно-восстановительное равновесие с ферментами 

электронтранспортной цепи, усиливая митохондриальное дыхание. Таким 

образом, MС является мощным окислительно-восстановительным агентом с 

высокой биодоступностью для митохондрий, что снижает частоту 

образования митохондриальных АФК и, следовательно, задерживает 

клеточное старение [58, 112]. Кроме того, МС модифицирует активность 

ряда мембранно-связанных переносчиков и ионных каналов, в частности, 

потенциал-зависимого Na
+
 канала и Ca

2+
-зависимого К+ канала с чем 

связывают деполяризующее влияние МС на нейрональную мембрану [60, 

61]. МС влияет на нейрональные взаимосвязи, изменяя активность 

холинэргической, моноаминэргической или глутаматэргической 

синаптической нейротрансмиссии [62-64] и оказывает улучшающее влияние 

на память в нормальном мозге. Многие исследователи связывают этот 

эффект не только с влиянием на рецепторные и ферментные элементы 

нейротрансмиттерных систем, но и в значительной степени с направленным 

на митохондрии действием [65]. Соответственно, МС обладает высоким 

потенциалом для лечения ишемических и гипоксических расстройств, 

болезни Альцгеймера и некоторых других нейродегенеративных заболеваний 

[55, 56, 66, 67]. Важно отметить, что МС значительно снижает уровень 

аномальных белковых агрегатов и их токсичность - Хантингтин, α-

синуклеин, тау и β-амилоид, но механизмы такой активности сильно 

отличаются - от окислительно-восстановительного ингибирования агрегации 

и уменьшения количества олигомеров до активации протеасомной 

активности [68-71, 73].  
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С другой стороны, многие производные индола (второго фармакофора 

наших конъюгатов) обладают нейроактивной активностью - от различных 

трициклических антидепрессантов, включая производные 

дибензоциклогептена, до ингибитора микротрубочек - колхицина, и одним из 

наиболее интересных для нас классов производных индола циклоалкана 

являются производные карбазолов. Например, производные 

аминопропилкарбазола, а также представитель класса ɤ-карболинов димебон, 

продемонстрировали пронейрогенную и нейропротекторную активность без 

явной токсичности, и одним из ключевых механизмов такой активности 

является ингибирование МП. Кроме того, димебон (латрепердин) и 

метиленовый синий способны защищать нейроны в различных моделях 

нейродегенерации [210, 270] и значительное предотвращение патологических 

признаков наблюдались на модели ALS in vitro, когда оба соединения 

вводили одновременно [271, 272]. Чжу и соавторами в 2013 году был 

синтезирован ряд N-замещенных карбазолов, из которых были выделены 

соединения-лидеры, защищающие от гибели нейрональные клетки HT22 в 

условиях нейротоксичности вызванной глутаматом и гомоцистемновой 

кислотой. Было показано, что нейропротекторный эффект может быть 

результатом его антиоксидантной активности [273]. Также были обнаружены 

некоторые цианиновые соединения на основе карбазола, обладающие 

способностью предотвращать агрегацию Aβ, снижать активность 

гликогенсинтазинкиназы-3β (КГС-3β) и гиперфосфорилирование тау в 

тройной трансгенной модели AD [274].  

Нашими коллегами было показано, что все новые конъюгаты МС и 

производных индолов проявляют довольно высокую на уровне исходных 

фармакофоров или более эффективную ингибиторную активность в 

отношении АХЭ и БХЭ, причём ɤ-карболин-содержащие конъюгаты 

проявляют выраженную селективность в отношении АХЭ [275]. Поиск 

ингибиторов АХЭ, способных компенсировать утраченные функции 

холинергической нейромедиаторной системы изначально рассматривался как 
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наиболее очевидная стратегия создания лекарств для БА, так как гибель 

холинэргических нейронов базального ядра Мейнерта является характерной 

особенностью этого заболевания. Ингибиторы холинэстераз 

(преимущественно ацетилхолинэстеразы, АХЭ) донепезил (Арисепт), 

ривастигмин (Экселон), галантамин являются до настоящего времени 

основными терапевтическими средствами для лечения этого заболевания.  

Мы показали, что исследуемые коньюгаты также проявили свойства 

эффективных антиоксидантов – величины IC50 для ингибирования Fe
3+

-

индуцированного ПОЛ этими соединениями находятся в диапазоне от 0.5 до 

4 мкМ. Ранее нами была показана способность известного нейропротектора 

димебона  подавлять спонтанное и вызванное тБГП или β-амилоидом ПОЛ 

митохондрий [130, 179, 276]. Но, в концентрациях ниже 10 мкМ димебон  не 

способен ингибировать Fe
3+

-индуцированное ПОЛ митохондрий, в то время 

как такой способностью обладают МС и МСН2. Это позволяет предположить, 

что способность новых конъюгатов подавлять Fe
3+

-индуцированное LP, 

очевидно, обусловлена наличием именно фенотиазинового фрагмента 

(фрагмента МС).  

Дополнительным возможным механизмом подавления ПОЛ 

митохондрий МС и его индол-содержащими производными  может быть не 

только их способность связывать свободные радикалы, но и снижение 

продукции свободных радикалов кислорода митохондриями в результате их 

способности к альтернативному переносу электронов.  

Деполяризация, как и стимуляция поглощения кислорода, 

обусловленная способностью МС к альтернативному переносу электронов в 

дыхательной цепи митохондрий, была показана ранее [277], и именно с этой 

активностью связывают его антиоксидантный и нейропротекторный эффект. 

Как показали результаты исследования, в концентрации 30 µМ 

(максимальная концентрация для тестов первичного скрининга) как МС, так 

и в меньшей степени его восстановленная форма  МСН2 слабо деполяризуют 

митохондрии в присутствии глутамата и малата и в большей степени 
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деполяризуют в присутствии сукцината (40±9% и 18 ± 1%, соответственно). 

Большая часть исследованных конъюгатов влияют на митохондриальный 

потенциал аналогично МС, при этом деполяризующая активность 

производных ɤ-карболинов в большинстве случаев превосходит МС. Так, в 

присутствии 30 µМ соединения-лидера Ca-7237x деполяризация в 

присутствии NADH-зависимых субстратов составляет 29±11 %, а в 

присутствии FADH2-зависимых субстратов - 67±2 %. Наименьшую степень 

деполяризации вызывают конъюгаты МС и фторсодержащих производных 

карбазолов СА-7498х и ЕС-2915х. MС и исследованные конъюгаты 

концентрационно-зависимо снижают деполяризацию, вызванную катионами 

кальция, но не деполяризацию, вызванную разобщителем дыхательной цепи 

карбонилцианид-3-хлорфенилгидразоном (СССР), что может быть связано с 

подавлением потенциал-зависимого входа кальция в митохондрии. Это 

подтверждается подавлением кальций-вызванного «набухания» митохондрий 

и снижения кальциевой ёмкости митохондрий, в частности в присутствии 

соединений-лидеров по совокупности тестов - СА-7237х, СА-7498х и ЕС-

2915х. 

МС может переносить электроны от NADH на цитохром С, тем самым 

компенсируя снижение или ингибирование активности комплекса I. 

Восстанавливаясь благодаря окислению NADH и окисляясь благодаря 

восстановлению цитохрома С, МС↔МСН2 усиливает окислительное 

восстановление в митохондриях и образование АТФ.  

 

Мы решили оценить – стимулируют ли активность ДЦМ и сохраняется 

ли способность к шунтированию повреждённых участков ДЦМ у 

синтезированных нами комплексов. 

Анализ активности дыхательной цепи синаптомитохондриальной Р2-

фракции мозга крыс проводили с использованием биоэнергетического 

анализатора XFe96 (Seahorse Bioscience), который с помощью твердотельных 

флуориметрических датчиков позволяет регистрировать уровень O2 и H
+
.  
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Скорость изменения уровня O2 и H
+
 в ограниченном участке планшета в 

среде над иммобилизованными митохондриями, клетками или 

синаптомитохондриальной фракцией, т.е. скорость поглощения ими 

кислорода, последовательно измеряют в присутствии  только субстрата  

(базальное дыхание), затем после добавления АДФ измеряем 

фосфорилирующее дыхание, нефосфорилирующее дыхание после 

добавления олигомицина, максимальное дыхание, стимулированное 

разобщителем FCCP и не связанное с работой дыхательной цепи 

митохондрий поглащение кислорода после добавления ингибиторов 

комплексов 1 и 3 (ротенона и антимицина А) (Рисунок 38) .   

 

 

Рисунок 38 Схема оценки биоэнергетического анализа (рисунок 

использован с разрешения фирмы Биохиммак) 
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Исследованные соединения-лидеры как в классе конъюгатов 

производных γ-карболинов и фенотиазинов - CА-7237x, так и в ряду 

конъюгатов производных карбазолов и фенотиазинов СА-7498х и ЕС-2915х 

вызывают усиление дыхательной функции изолированных митохондрий Р2-

фракции мозга  крыс. Эффект наблюдается как в присутствии субстратов 

Комплекса I (Рисунок 39), так и в присутствии субстрата Комплекса II 

(Рисунок 40), т. е. пирувата/малата и сукцината (в присутствии ингибитора 

комплекса I ротенона). Скорость поглощения кислорода увеличивается в 

присутствии конъюгатов производных индолов и фенотиазинов как при 

сопряженном фосфорилирующем дыхании в присутствии АДФ, так и в 

присутствии разобщителя протонофора  FCCP.  
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Рисунок 39 Биоэнергетическая характеристика влияния представителей 

конъюгатов производных индолов и фенотиазинов (МС) на дыхание Р2-

фракции мозга крыс (5 µг белка в ячейке)  в присутствии 5 мМ пирувата и 5 

мМ малата. Достоверность отличий оценивали одномерным дисперсионным 

анализом ANOVA c апостериорным тестом Даннетта(** - p<0.01, *** - 

p<0.001) 

 



163 

 

 

Рисунок 40 Биоэнергетическая характеристика влияния представителей 

конъюгатов производных индолов и фенотиазинов (МС) на дыхание Р2-

фракции мозга крыс (5 µг белка в ячейке)  в присутствии 10 мМ сукцината и 

1 μМ ротенона. Достоверность отличий оценивали одномерным 

дисперсионным анализом ANOVA c апостериорным тестом Даннетта(*** - 

p<0.001). 
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Такой же эффект потенцирования митохондриального дыхания для МС 

наблюдался ранее на митохондриях сердца крыс [278] и на  изолированных 

митохондриях мозга, где МС увеличивал скорость восстановления 

цитохрома с при использовании NADH в качестве донора электронов [279]. 

В несколько меньшей степени чем МС и его лейко-форма, новые 

конъюгаты сохраняют способность к альтернативному транспорту 

электронов, реполяризуя митохондрии после ингибирования комплекса I 

ДЦМ ротеноном (Рисунок 41). 

 

 

Рисунок 41 Реполяризация митохондрий после ингибирования комплекса I 

ДЦМ ротеноном 

 

Этот факт отчасти может также обусловливать антиоксидантный 

эффект соединений и представляет интерес для дальнейшего исследования 
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влияния новых соединений в условиях нарушений работы ДЦ митохондрий 

[275].  

Не менее важными типами активности исследуемых соединений 

являются обнаруженная нами их способность стимулировать полимеризацию 

тубулина с образованием микротрубочек нормальной структуры и 

ингибирование активности КГС-3β (табл. 5).  

 

Таблица 5 Влияние конъюгатов МС и производных индолов на 

активность КГС-3β и на полимеризацию тубулина в микротрубочки 

No R R
1
 

Влияние 0.1мМ 

соединений на 

скорость 

полимеризации 

тубулина (ΔА355) 

% от контроля 

Ингибирование 

активности КГС3б в 

присутствии 100нМ 

соединений, 

% от контроля 

МС - - 168 ± 17 n.d. 

МСH2 - - 178 ± 11 n.d. 

СА-2915х CF3O H 179 ± 27 33 ± 17 

СА-7498х CF3O CH3 207 ± 5 41,1 ± 5,3 

LiCl 

(20mM) 
- - - 62,8 ± 9,1 

 

 

Стимуляция как новыми соединениями. так и МС и МСН2 

полимеризации тубулина и, соответственно, стабилизация микротрубочек 

как компенсация утраченной функции тау-белка может обеспечить 

нормализацию аксонального транспорта, способствовать росту аксонов. 

Кроме того, значительные нарушения сборки микротрубочек и их 

фосфорилирования наблюдаются  при болезни Альцгеймера и могут быть 

индуцированы аномальным накоплением ряда металлов [280]. Можно 
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предположить, что соединения, способные увеличивать полимеризацию 

тубулина в микротрубочки нормальной структуры, будут обладать 

положительным терапевтическим эффектом при регуляции нейрональной 

пластичности, усиливая процессы аксоно- и нейрогенеза. Ингибирование 

активности КГС-3β, одной из основных киназ, отвечающих за патогенное 

гиперфосфорилирование тау-белка при БА рассматривается также как тау-

направленная терапия [281], и в значительной степени рассматривается как 

терапевтическая стратегия антидепрессантного эффекта [282]. В то же время, 

стресс и ряд патологических состояний связаны с накоплением 

митохондриальной фракции КГС-3β. С увеличением 

внутримитохондриальной активной формы КГС-3β связывают нарушения 

работы комплексов дыхательной цепи. Кроме того, КГС-3β, связываясь с 

циклофилином Д и усиливая олигомеризацию потенциал-зависимого 

анионного канала (VDAC), увеличивает вероятность открытия пор МП [85, 

283]. Показана регуляторная роль КГС-3β в процессах биогенеза 

митохондрий, митохондриальной динамике и антиоксидантном статусе 

митохондрий.  

Нужно отметить, что связь нейропротекторного эффекта с 

ингибированием активности КГС-3β благодаря усилению ингибиторного (S9) 

и ослаблению активирующего (Tyr216) фосфорилирования недавно была 

показана как для МС, так и для P7C3 – производного аминопропилкарбазола 

со значительной способностью стимулировать нейрогенез благодаря 

способности подавлять митохондриальную индукцию апоптоза новых 

нейронов [68, 284].  

Способность соединений-лидеров подавлять развитие кальций-

вызванной деполяризации митохондрий, стимуляция их дыхательной 

активности и антиоксидантная активность позволяет предположить наличие 

нейропротекторной активности соединений. В то же время, стимуляция 

поглощения кислорода митохондриями в присутствии субстратов комплекса 

II может привести к фальш-позитивным результатам МТТ теста. Поэтому, 
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прежде всего была проведена оценка выживаемости клеток в присутствии 

разных концентраций (от 1нМ до 10 μМ) соединения СА-7498х и показано, 

что это соединение не влияет на образование формазана в МТТ тесте. Затем 

на первичной культуре гранулярных нейронов мозжечка крыс была 

исследована способность соединений-лидеров защищать клетки от гибели, 

вызванной перенагрузкой кальцием (иономицин-вызванной токсичности). 

Эта модель нейротоксичности отражает механизм кальциевого стресса, 

наблюдаемого при амилоидной токсичности, при эксайтотоксичности, при 

ишемических повреждениях. На Рисунок 42 видно, что соединение СА-7498х 

достоверно защищает от иономицин-вызванной токсичности начиная уже с 

10нМ концентрации. Аналогичная картина наблюдается и для соединений 

CА-7237x и ЕС-2915х (данные не представлены). 

 

 

Рисунок 42 Влияние соединения-лидера из класса конъюгатов производных 

индолов и фенотиазинов (МС) СА-7498 на выживаемость гранулярных 
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нейронов мозжечка в условиях моделирования кальциевого стресса при 

добавлении 3 μМ иономицина. Выживаемость нейнонов оценивали 

стандартным МТТ тестом. Достоверность отличий оценивали одномерным 

дисперсионным анализом ANOVA c апостериорным тестом Даннетта(* - 

p<0.05, ** - p<0.01) 

 

Таким образом, детальное исследование биологической активности 

представителей конъюгатов циклоалканиндолов с МС показало, что данные 

соединения эффективно ингибируют холинэстеразы, вытесняют пропидий из 

PAS АХЭ, т.е. являются потенциальными блокаторами АХЭ-индуцируемой 

агрегации бета-амилоида, а также подавляют перекисное окисление липидов, 

стимулируют кислород-зависимое дыхание митохондрий мозга и снижают 

кальций-вызванное открытие пор МП. Поэтому не удивительно, что эти 

соединения обладают очевидным нейропротекторным эффектом на 

клеточной модели кальциевого стресса. Не менее важными мишенями 

действия новых соединений является их способность стимулировать сборку 

микротрубочек, что позволяет предположить их компенсаторный эффект на 

систему микротрубочек в случае таупатий, и ингибировать активность КГС-

3β - одной из наиболее перспективных мишеней для создания лекарств для 

лечения НЗ.  

4.5.4. Производные адамантансодержащих индолов 

Особый интерес представляло изучение новых коньюгатов, 

сочетающих фармакофорные фрагменты карбазола и аминоадамантана, 

проявивших широкий спектр нейротропной активности в опытах in vitro 

[262]. Способность соединений этого класса стабилизировать микротрубочки 

и защищать нейрональные клетки от кальциевой токсичности защищена 

патентами [285, 286], соответственно. Для двух соединений-лидеров этого 

ряда - ТГ-2112х и ТГ-2113х – достаточно близких по структуре (отличия 

только в наличии двух метильных заместителей в адамантановой части 

молекул) проведены детальные исследования их взаимодействий с 

комплексом мишеней in vitro (Рисунок 43).  
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Рисунок 43 Формулы конъюгатов производных аминоадамантанов и 

карбазолов: А – общая формула; Б – соединения-лидеры ТГ-2112х и ТГ-

2113х. 

 

Для обоих соединений был показан эффект увеличения устойчивости к 

индукции МП, отсутствие деполяризации и увеличение кальциевой ёмкости 
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в этих же концентрациях. Также наши коллеги показали, что оба соединения 

являются селективными ингибитороми БХЭ, что важно, так как согласно 

исследованиям последних лет, именно ингибиторы БХЭ повышают уровень 

ацетилхолина в мозге и улучшают когнитивные функции у грызунов, не 

оказывая при этом классических побочных эффектов ингибиторов АХЭ. Мы 

показали, что оба соединения усиливают полимеризацию тубулина, 

дозозависимо увеличивая скорость полимеризации с образованием 

микротрубочек нормальной структуры, что подтверждено электронной 

микроскопией. Но конъюгат с «мемантиновым» заместителем - ТГ-2113х 

гораздо более активен в этом тесте – при 0.1мМ концентрации он более, чем 

в 3 раза увеличивает скорость полимеризации, а конъюгат с амантадиновым 

заместителем – в 1,7 раза. Таким образом, эти соединения стабилизируют 

микротрубочки, что может компенсировать тау-патологию, а также может 

способствовать нормализации аксонального транспорта в нейронах в 

условиях патологии (Рисунок 44) 
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Рисунок 44 Новые мультитаргетные соединения в ряду адамантан-

содержащих индолов 

 

Ожидаемо, что в отличие от ТГ-2112х, конъюгат с «мемантиновым» 

заместителем - ТГ-2113х является эффективным лигандом NMDA-подтипа 

глутаматных рецепторов.  

Оба конъюгата обладают очень высокой способностью защищать 

нейрональные клетки от глутаматной эксайтотоксичности, что для ТГ-2113х 

может быть связано с ингибированием NMDA-рецепторов, и от кальциевого 

стресса, вызванного иономицином. Нейропротекторная активность может 

быть также связана с влиянием на митохондрии - подавлением кальций-

вызванного процесса МП.  

 

4.5.4.1. ТГ-2112х – нейропротектор с уникальным механизмом 

защиты от эксайтотоксичности 

Для более детального анализа механизма нейропротекторного эффекта 

при глутаматной эксайтотоксичности на внутриклеточном – 

митохондриальном уровне мы выбрали именно ТГ-2112х, так как он не 

ингибирует NMDA-рецептор и, соответственно, его нейропротекторный 

эффект на этой модели может быть обусловлен именно взаимодействием с 

митохондриями, что было показано в совместной работе  [287]. Полученный 

эффект оказался ранее не описанным и крайне интересным для поддержания 

нейрональной активности и проявления нейропротекторного потенциала.  

Методом флуоресцентной микроскопии с применением специфических 

флуоресцентных маркеров мы исследовали изменения цитозольного и 

митохондриального кальция одновременно с регистрацией 

митохондриального потенциала в условиях эксайтотоксичности (100 µМ) и в 

условиях физиологически нормальных концентраций внеклеточного 

глутамата (5 µМ). Добавление 100 µМ глутамата к зрелым (≥12 дней in vitro) 

нейронам первичной культуры клеток гиппокампа вызывает первоначальное 
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кратковременное повышение цитозольного кальция [Ca
2+

]ц, за которым через 

несколько минут следует вторичный рост [Ca
2+

]ц до плато (Рисунок 45А). 

Одновременное измерение цитозольного кальция и митохондриального 

потенциала показали, что замедленное вторичное увеличение [Ca
2+

]ц 

сопровождается прогрессирующей и практически полной потерей 

мембранного потенциала митохондрий, что соответствует увеличению 

интенсивности флуоресценции родамина 123 (Рисунок 45В). 

Предварительная инкубация клеток с 0,5-1 µМ ТГ-2112x не изменила 

влияние 100 µМ глутамата на первичное или вторичное увеличение [Ca
2+

]ц в 

гиппокампальных нейронах (Рисунок 45Б). Однако в большинстве нейронов 

отсроченная дерегуляция кальция не вызвала изменений в Δψm (n = 67 из 88 

нейронов), в остальных клетках аппликация 100 µМ глутамата вызвала 

только незначительную деполяризацию (от 93 ± 6% сигнала Rh123 в 

контроле до 14 ± 2% в клетках, обработанных ТГ-2112х (0,5 µМ); p <0,001; 

Рисунок 45Г и Д). 
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Рисунок 45 Влияние ТГ-2112x на цитозольный кальций [Ca2+]ц и потенциал 

мембраны митохондрий (Δψm) при воздействии 100 µМ 

глутамата.Одновременные измерения динамики [Ca2+]ц (Fura-2FF, 340/380) 

и Δψm (Rhod123, отн.фл.) проведены для одиночных нейронов. Глутамат 

(100 µМ) вносили в среду, не содержащую Mg2+. Увеличение 
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флуоресценции Rhod123 отражает деполяризацию митохондрий, аналогично 

эффекту митохондриального разобщителя FCCP (1 µМ), добавленого к 

клеткам в конце этого и последующих экспериментов для отметки 100% 

деполяризации. A и B иллюстрируют различия в динамике [Ca2+]ц, и Δψm 

соответственно, в контроле (A и В) и в ответ на предварительную инкубацию 

клеток с 0,5 µМ ТГ-2112x (Б и Г). Д - Обобщает влияние различных 

концентраций ТГ-2112x  на индуцированную глутаматом деполяризацию 

митохондрий. ** Р <0,01 

 

 

Чтобы проверить, изменяет ли ТГ-2112х в ответ на активацию 

глутаматных рецепторов [Ca
2+

]ц, мы использовали небольшие 

физиологические концентрации глутамата (5 µМ) в первичной ко-культуре 

коры мозга крыс, нагруженной FURA-2FF. Глутамат индуцирует 

кратковременный пик с последующим восстановлением [Ca
2+

]ц (Рисунок 

46А).  

Важно, что предварительная инкубация (5 мин) клеток с 0,5 или 1 µМ 

ТГ-2112х  значительно увеличивала [Ca
2+

]ц нейронов в ответ на глутамат (с 

0,42 ± 0,03 (n = 67) в контроле до 1,02 ± 0,04 ( n = 56; p <0,001) и 0,87 ± 0,03 

(n = 76; p <0,001) для 0,5 µМ и 1 µМ ТГ-2112х; Рисунок 46 Б, В, Г). Таким 

образом, ТГ-2112х увеличивает физиологически значимую реакцию 

нейронов кальция на физиологическую концентрацию глутамата, что может 

свидетельствовать об ингибировании выброса Ca
2+

 из нейрона или 

блокировании захвата кальция митохондриями. 
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Рисунок 46 Влияние ТГ-2112х на изменения [Ca2+]ц в нейронах при 

применении нетоксичной концентрации глутамата (А). Преинкубация клеток 

с 0,5 μМ (Б) или 1 μМ (В) ТГ-2112х. Г- иллюстрирует разницу [Ca2+]ц в 

пробах контроля и пробах, прединкубированных с 0,5 μМ или 1 μМ ТГ-

2112х.. ** Р <0,01 

 

Для дальнейшего подтверждения того, что эффекты, наблюдаемые в 

экспериментах с интактными нейронами, напрямую связаны с изменениями 

митохондриального захвата Ca
2+

 - мы измерили поглощение Ca
2+

 в 

митохондриях проницаемых клеток. Эти эксперименты позволяют 

непосредственно измерить кинетику поглощения Ca
2+

 в зависимости от 
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строго контролируемых концентраций Ca
2+

 в среде инкубации. Добавление 

буфера c ионами Ca
2+

 (0,5 µМ) увеличивало содержание митохондриального 

кальция (Рисунок 47А). Применение потенциал-зависимого кальциевого 

ионофора ферутинина (20 µМ) [288] вызвало дальнейшее увеличение [Ca
2+

]м. 

Но в присутствии ТГ-2112х (Рисунок 47Б) такие же добавки кальция не 

вызывали какого-либо увеличения [Ca
2+

]м, а вот добавление  ферутинина и 

дальнейшее добавление кальция вызвало увеличение [Ca
2+

]м в митохондриях, 

обработанных ТГ-2112х. Прежде всего, это свидетельствует о поддержании 

митохондриального потенциала в митохондриях, обработанных ТГ-2112х, а 

также позволяет утверждать, что ТГ-2112х  ингибирует захват кальция 

митохондриями в физиологических условиях. 

 

 

Рисунок 47 Влияние ТГ-2112x на захват кальция митохондриями в 

приницаемых клетках нейрональной ко-культуры.. Добавление 100нМ-5μМ 

кальция в среду с проницаемыми нейронами вызывало повышение [Ca2+]м в 

контроле (А), но не в пробы с 0,5 μМ ТГ-2112x (Б) 

 



177 

 

На препаратах изолированных митохондрий мозга это соединение не 

влияет на митохондриальный потенциал, но увеличивает устойчивость 

митохондрий к кальций-вызванному открытию пор МП (Рисунок 48А) и 

увеличивает их кальциевую ёмкость, причём этот эффект зависит от 

используемых субстратов ДЦ митохондрий (Рисунок 48Б и В), наличие 

глутамата приводит к снижению кальциевой ёмкости митохондрий при 

высоких концентрациях (>10 μМ) ТГ-2112х. 

 

 

Рисунок 48 Оценка влияния ТГ-2112х на кальций-индуцированное 

«набухание» митохондрий печени крыс (А) и кальциевую ёмкость 
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изолированных митохондрий мозга крыс, энергизованных Б – 5мМ 

глутамата/малата, В – 10мМ сукцината (1μМ ротенона) 

 

Чтобы определить влияние ТГ-2112х  на клеточное дыхание, скорость 

потребления кислорода (СПК) нейронами и клетками глии ко-культур 

измеряли с помощью  биоэнергетического анализатора XF96 при 

последовательном добавлении разных концентраций ТГ-2112х или ДМСО, 

ингибитора АТФ-синтазы олигомицина для снятия сопряжающего контроля, 

разобщителя дыхательной цепи протонофора FCCP и ингибиторов комплекса 

I и III (Рисунок 49А). Соответственно, анализировали различные 

характеристики митохондрий, связанные с работой дыхательной цепи 

(Рисунок 49Б). Не было отмечено достоверных различий между не 

митохондриальным дыханием, базальной скоростью потребления кислорода 

проб, содержащих 0,1 ÷ 10 µМ ТГ-2112х, утечкой протонов, АТФ-связанным 

дыханием, (Рисунок 49Д-Ж, соответственно). Но наблюдалось достоверное 

увеличение максимального дыхания клеток в присутствии FCCP и 

достоверное увеличение их резервной дыхательной ёмкости (Рисунок 49В, 

Г). Это может свидетельствовать о повышении в присутствии ТГ-2112х 

пластичности митохондрий, способности к регуляции при повышенном 

уровне клеточной активности 
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Рисунок 49 Биоэнергетическая характеристика влияния ТГ-2112х на дыхание 

первичной кокультуры клеток коры мозга крыс . Достоверность отличий 
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оценивали одномерным дисперсионным анализом ANOVA c апостериорным 

тестом Даннетта (** - p<0.01, *** - p<0.001) 

 

 

Для более детального изучения митохондриального дыхания в 

нейронах или астроцитах мы измерили автофлуоресценцию НАДН и ФАД в 

кокультурах первичных нейронов и астроцитов для оценки их окислительно-

восстановительного потенциала. НАДН является донором электронов для 

комплекса I, и, соответственно, уровень НАДН обратно коррелирует с 

активностью дыхательной цепи, а ФАД(Н2) – окислительно-

восстановительным кофактором комплекса II и, соответственно, уровень 

ФАД прямо коррелирует с активностью комплекса II. Максимальный 

уровень активности дыхательной цепи в присутствии FCCP (1 µМ) 

соответствует минимальному уровню НАДН, но максимальному ФАД, а 

добавление NaCN (1 мМ), ингибитора цитохром оксидазы блокирует 

митохондриальное дыхание и, следовательно, соответствует максимальному 

уровню НАДН или минимальному ФАД. ТГ-2112х (0,5-1 µМ) активирует 

потребление НАДН в митохондриях, что предполагает активацию дыхания, 

связанного с комплексом I (Рисунок 50А). И также добавление ТГ-2112х (0,5-

1 µМ) увеличивает автофлуоресценцию ФАД что свидетельствует об 

увеличении активности комплекса II (Рисунок 50Б). Таким образом, 

добавление к клеткам коры мозга крыс ТГ-2112х в концентрациях, которые 

ингибируют поглощение митохондриального кальция, стимулирует 

активность дегидрогеназ, резервную дыхательную ёмкость митохондрий, но 

не влияет или даже увеличивает мембранный потенциал митохондрий.  
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Рисунок 50 Оценка влияния ТГ-2112х на окислительно-восстановительный 

потенциал кокультуры клеток коры мозга крыс по уровню 

автофлуоресценции НАДН (А) и ФАД (Б) 
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Со способностью ингибировать открытие пор МП, очевидно, связана и 

нейропротекторная активность соединения, проявляющаяся и на описанной 

выше искусственной модели кальциевого стресса, вызванного добавлением к 

нейронам первичной культуры коры мозга крыс кальциевого ионофора 

иономицина (Рисунок 51).  

 

 

Рисунок 51 Влияние соединения-лидера из класса конъюгатов производных 

индолов и фенотиазинов (МС) СА-7498 на выживаемость гранулярных 

нейронов мозжечка в условиях моделирования кальциевого стресса при 

добавлении 3 μМ иономицина. Выживаемость нейнонов оценивали 

стандартным МТТ тестом. Достоверность отличий оценивали одномерным 

дисперсионным анализом ANOVA c апостериорным тестом линейного 

тренда (** - p<0.01) 
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Наблюдаемая синхронизация деполяризации митохондрий и 

отсроченной дерегуляции кальция позволяет предположить, что эти два 

процесса должны каким-то образом быть взаимозависимыми и оба 

необходимы в механизме гибели клеток, индуцированной глутаматом [288]. 

Несмотря на то, что начальная деполяризация митохондрий не связана с 

открытием поры МП [289, 290], тем не менее, она  является пусковой точкой 

в механизме гибели клеток. Отсроченная дерегуляция кальция (вторичный 

подъём цитозольного кальция в нейроне) в течение длительного времени 

считалась начальной точкой нейродегенеративного процесса при 

воздействии глутамата [291]. Но наши результаты показывают, что нейроны 

могут выживать даже после длительной отсроченной дерегуляции кальция 

при отсутствии деполяризации митохондрий. Именно митохондриальный 

захват кальция, как предполагалось, является триггером как деполяризации 

митохондрий, так и вследствие этого – триггером нейродегенерации при 

эксайтотоксичности глутамата [292]. Наши данные подтверждают это 

предположение – соединение ТГ-2112x предотвращает гибель нейронов при 

эксайтотоксичности, предотвращая начальный захват кальция 

митохондриями и затем увеличивая их устойчивость к индукции открытия 

пор МП. Механизм наблюдаемого снижения митохондриального захвата 

кальция остаётся неизвестным и, возможно, вызван не ингибированием 

кальциевого митохондриального унипортера (MCU), а подавлением 

альтернативного механизма медленного или низко-концентрационного 

захвата кальция митохондриями, существование которого было предложено 

после исследования мышей с нокаутом гена MCU [293].  

Важным преимуществом именно такого механизма нейропротекции 

является отсутствие подавления важных физиологических нейрональных 

функций, что наблюдается, например, при ингибировании NMDA-

рецепторов. Более того, наблюдаемое нами при физиологической 

концентрации глутамата увеличение цитозольной физиологически значимой 

концентрации кальция может обуславливать нормализацию или стимуляцию 
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нейронального ответа на нейротрансмиттерную стимуляцию.  А это может 

быть дополнительным механизмом когнитивно-стимулирующих свойств 

соединения ТГ-2112х, которые были показаны нами в тестах узнавания 

новой локализации известного объекта в тесте кондиционирования страха 

(данные готовятся к публикации). Более детально нейропротекторный 

потенциал in vivo был исследован для аналога этого соединения, “мемантин”-

содержащего – ТГ-2113х. Нужно отметить, что для этого соединения в 

настоящее время уже также показан тот же механизм действия на 

митохондрии, который был описан выше для ТГ-2112х. 

Для in vivo изучения нейропротекторных и когнитивно-

стимулирующих свойств  ТГ-2113х мы использовали три модели нарушения 

когнитивных функций, связанных с нейродегенерацией на мышах – 

возрастного снижения когнитивной функции, скополамин-вызванной 

амнезии, и церебрального амилоидоза как модели болезни Альцгеймера на 

трансгенных мышах линии 5xFAD. 

Прежде всего, нам представлялось необходимым оценить влияние 

препарата на когнитивные нарушения при старении, так как возраст 

считается одним из основных этиологических факторов развития сенильной 

деменции. Важным преимуществом этой модели является естественное 

развитие сложных молекулярных изменений, которые на настоящий момент 

еще не изучены полностью, но приводят к поведенческим изменениям, 

схожими с клиническими проявлениями деменции [294]. Возрастная 

деменция в значительной степени связана с нарушениями функций 

митохондрий, в частности со сниженным порогом для индукции МП, а также 

нарушениями холинергической передачи [295-297], и спектр мишеней 

действия соединения ТГ-2113х позволяет предположить его эффективность в 

снижении когнитивного старческого дефицита. 

Вторая модель нарушений когнитивных функций, широко 

используемая при оценке нейротропных препаратов - скополаминовая 

модель амнезии. Скополамин является неселективным, конкурентным 
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блокатором мускариновых рецепторов и широко используется в 

доклинических исследованиях в качестве "холинэргической" модели 

нарушений памяти. 5xFAD трансгенные мыши считаются одной из самых 

агрессивных моделей болезни Альцгеймера. У 5xFAD мышей биохимические 

маркеры появляются на 10-12 месяцев раньше, чем, например, у PDAPP, 

Tg2576, TgAPP/Ld/2 или других трансгенных линий [298]. Мыши 5xFAD 

содержат 5 мутаций, способствующих усиленной продукции патологических 

форм β-амилоида: 3 мутации человеческого белка предшественника бета-

амилоида (АРР; шведская мутация K670N/M671L, флоридская – I716V и 

лондонская – V717I, названные по стране, где впервые были обнаружена 

связь мутации с наследственной формой болезни Альцгеймера [299] и 2 

мутации пресенилина, являющегося субъединицей γ-секретазы (и PS1; 

M146L и L286V). В этой модели шведская мутация увеличивает 

производство всего Aβ, в то время как другие четыре мутации увеличивают 

продукцию именно нейротоксичного Aβ (1-42).  

Ассоциативную и контекстуальную память мышей, процессы ее 

формирования и угашения оценивали в тесте контекстного 

кондиционирования страха (contextual fear conditioning), который часто 

используется в доклинических исследованиях потенциальных препаратов 

против деменции [300-302]. Данный тест основан на классическом 

(павловском) обучении, в котором участвуют ассоциативная связь между 

двумя стимулами: условным стимулом, который является нейтральным и не 

имеет прямого отношения к задаче, и безусловным стимулом, который 

жизненно важен и способен вызывать типичную реакцию поведения. В 

протоколе контекстного кондиционирования страха условным стимулом 

считается контекст тестирования, т.е. установка, экспериментальная комната, 

освещение, экспериментатор, а безусловным – удар током. Реакцией на 

безусловный стимул считается фризинг, абсолютно неподвижное состояние, 

за исключением дыхательных движений. Такое состояние в природных 
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условиях является защитной реакцией грызунов, повышающей шансы 

остаться незамеченными и выжить в условиях опасности.  

Известно, что не только ассоциативное обучение, но и угашение 

обретенной памяти, т.е. подавление нерелевантной информации, является 

важным процессом для нормальной жизнедеятельности, и нарушены у 

пожилых людей и пациентов с деменцией. Но если процессы консолидации 

памяти широко изучаются и предлагаются перспективные терапевтические 

препараты, патология в процессах угашения изучается гораздо менее часто. 

Ранее нашими коллегами был валидирован протокол поведенческого 

исследования кондиционирования страха, включающий помимо сессии 

обучения, сессию переучивания [196], который позволяет изучать оба 

процесса – и процессы консолидации памяти, и процесс угашения 

аверсивной информации. На Рисунок 52 представлена схема проведения 

такого эксперимента. 

 

 

 

Рисунок 52 Общая схема введения веществ и проведения теста 

кондиционирования страха 
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4.5.5. Оценка эффектов соединения ТГ-2113х на in vivo 

моделях 

4.5.5.1. ТГ-2113х восстанавливает возрастные нарушения 

формирования и угашения памяти 

В тесте 1 у мышей, получавших соединение ТГ-2113х, процент 

фризинга был значительно выше, чем у контрольной группы (тест 1: 

р=0,0022; тест 2: р=0,9515 по сравнению с 16-месячными контрольными 

мышами, двухфакторный ANOVA, Рисунок 53), что указывает на 

способность ТГ-2113х усиливать ассоциативное обучение у мышей позднего 

возраста. В то время как у контрольных мышей процент фризинга не 

отличался в тестах 1 и 2 (р=0,3851, двухфакторный ANOVA, Рисунок 53, 

введение ТГ-2113х не только повышало этот показатель в тесте 1, но и 

обуславливало значительное снижение этого показателя в тесте 2 (р=0,0081, 

двухфакторный ANOVA, Рисунок 53).  

 

Рисунок 53 Введение ТГ-2113х 16-месячным мышам улучшает запоминание 

и восстанавливает угашение памяти об аверсивном воздействии. Введение 

ТГ-2113х увеличивает процент фризинга 16-месячных мышей в тесте 1 по 

сравнению с контролем. Процент фризинга у контрольной группы 16-
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месячных мышей не отличается в тесте 1 и 2, в то время как у 16-месячных 

мышей, получавших ТГ-2113х, этот показатель ниже в тесте 2. * - р < 0,05, 

двухфакторный ANOVA; No - р < 0,05, Манн-Уитни тест. 

 

Эти данные позволяют предположить, что ТГ-2113Хулучшает 

обучение и восстанавливает когнитивную пластичность мышей позднего 

возраста. 

 

4.5.5.2. ТГ-2113х защищает от скополамин-вызванной амнезии 

молодых мышей, не влияя на память здоровых животных 

В тесте 1 введение скополамина существенно снизило процент 

фризинга по сравнению с контролем, это нарушение было восстановлено на 

фоне введения ТГ-2113х (р=0,0034 и р=0,9907 соответственно; 

скополамин+ТГ-2113х: р=0,0115 по сравнению со скополамином; 

двухфакторный ANOVA, Рисунок 54). У мышей, которым вводили только 

ТГ-2113х, данный показатель не отличался от контрольной группы 

(р=0,9999; двухфакторный ANOVA, Рисунок 54).  

В тесте 2 процент фризинга отличался от контрольной группы только у 

мышей, которым вводили скополамин (скополамин: р=0,0252; 

скополамин+ТГ-2113х: р=0,3831; ТГ-2113х: р>0,9999; двухфакторный 

ANOVA, Рисунок 54).  

У всех групп мышей в тесте 2 процент фризинга достоверно ниже, чем 

в тесте 1 (контроль: р=0,0026; Скополамин: р=0,0111; Скополамин+ТГ-

2113х: р<0,0001; ТГ-2113х: р=0,0020; двухфакторный ANOVA, Рисунок 54), 

что свидетельствует о нормальном угашении памяти у животных. 
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Рисунок 54 Введение ТГ-2113х восстанавливает обучение, нарушенное 

введением скополамина, до уровня контроля, но не оказывает эффекта на 

когнитивные функции здоровых мышей.Введение ТГ-2113х предотвращало 

снижение процента фризинга в тесте 1, но не тесте 2, вызванное 

скополамином, до уровня контрольных мышей, при этом не оказало влияния 

на память здоровых мышей. * - р < 0,05, двухфакторный ANOVA. 

 

Полученные результаты позволяют предположить, что введение ТГ-

2113x восстанавливает нарушенную скополамином способность к 

формированию памяти. Однако оценка влияния соединения на процесс 

угашения памяти в представленном протоколе не представляется возможной, 

т.к. введение скополамина не нарушило этого процесса и мыши из всех групп 

успешно переучились. Отсутствие влияния скополамина на угашение памяти 

в представленном протоколе теста согласуется с работами других авторов 

[303]. 

 

4.5.5.3. Влияние ТГ-2113x на формирование памяти у 5xFAD 

мышей 

В тесте 1 процент фризинга у гетерозиготных мышей значительно ниже 

по сравнению с контролем (р=0,0008, рис. 55), это нарушение было 
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восстановлено на фоне введения ТГ-2113х (р=0,4924, рис. 55). У всех групп 

мышей в тесте 2 процент фризинга не отличался от показателя в тесте 1 (WT: 

р>0,9999; Het: р=0,3881; Het+ТГ-2113х: р=0,9755, рис. 55), что 

свидетельствует о нарушенном угашении памяти животных. 

Полученные результаты позволяют предположить, что на модели 

церебрального амилоидоза, 5xFAD мышах, введение ТГ-2113х 

восстанавливает способность к формированию памяти, но достоверно не 

восстанавливает нарушенный процесс угашения памяти. 

 

Рисунок 55 ТГ-2113х улучшает формирование памяти, но не оказывает 

влияния на процесс её угашения у 5xFAD мышей среднего возраста.В тесте 

1, у 9-месячных гетерозиготных 5xFAD мышей, получавших ТГ-2113х 

(Het+ТГ-2113Х), процент фризинга выше, чем у контрольных 

гетерозиготных мышей (Het) и на уровне животных дикого типа (WT). * - р < 

0,05, двухфакторный ANOVA; No - Манн-Уитни тест. Данные представлены 

нормированными к WT. 

 

 

Не только ассоциативное обучение, но и угашение обретённой памяти, 

т.е. подавление нерелевантной информации, является важным процессом для 

нормальной жизнедеятельности, и нарушены у пациентов с деменцией и у 
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широко изучаются и предлагаются перспективные терапевтические 

препараты, направленные на их коррекцию, то патология в процессах 

угашения обделена вниманием, как со стороны исследователей, так и 

фармкомпаний. В данной работе с применением 3х моделей 

нейродегенераций на мышах представлены результаты, предполагающие 

положительный эффект мультитаргентного соединения ТГ-2113х как на 

обучение мышей, так и угашение следа памяти.  

Таким образом, имеющиеся к настоящему моменту данные позволяет 

рассматривать это соединение в качестве перспективного кандидата для 

последующих исследований в качестве оригинального нейропротекторного 

препарата. 

В настоящий момент заканчиваются доклинические испытания 

безопасности препарата ТГ-2113х, которые показали, что соединение 

относится к 5 классу токсичности, и не показало значимой токсичности при 

субхроническом и хроническом введении.  
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5. ВЫВОДЫ. 

1. Обоснована стратегия и разработана методология поиска кандидатов 

в лекарственные препараты для лечения нейродегенеративных заболеваний с 

потенциальной нейропротекторной активностью как ингибиторов пор МП, 

доказавшая свою перспективность при практическом применении. 

2. Показано, что перспективным направлением разработки новых 

нейропротекторов является поиск веществ, увеличивающих устойчивость 

митохондрий к индукторам МП и не влияющих на формирование 

мембранного потенциала митохондрий и активность дыхательной цепи 

митохондрий. Сохранность функциональной активности нейрона требует 

отсутствия блокады в целом процессов активного транспорта кальция в 

митохондриях. 

3. Установлено, что модельный нейропротектор Димебон и его 

фторсодержащие производные увеличивают устойчивость митохондрий к 

индукции МП только в энергизованном состоянии и не влияют на кальций-

индуцированное набухание митохондрий в деэнергизованном состоянии.  

4. Для ряда модельных и новых синтезированных блокаторов 

глутаматных рецепторов показано их влияние и на кальций-зависимое 

открытие пор митохондриальной проницаемости. Обоснована 

перспективность и реализуемость нового подхода поиска мультитаргетных 

лекарственных препаратов, механизм действия которых связан одновременно 

с воздействием на митохондриальные кальций-зависимые функции и 

глутаматные рецепторы нейронов и которые обеспечивают 

нейропротекторный эффект и улучшение когнитивных функций 

5. Впервые обнаружен ряд соединений, обладающих уникальным 

действием на кальциевый гомеостаз в митохондриях. На примере конъюгата 

фтор-содержащего тетрагидрокарбазола и аминоадамантана ТГ-2112х, 

показано, что данные молекулярные структуры способны блокировать вход 

кальция в митохондрии при низких клеточных концентрациях кальция и 
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увеличивать кальциевую ёмкость митохондрий, повышая их устойчивость к 

кальций-вызванному открытию пор МП.   

6. На примерах соединений, обладающих способностью 

увеличивать устойчивость митохондрий к индукции открытия пМП – 

монофторсодержащего производного димебона – DF-302 и триптаминового 

производного секуринина АМ показано  значение митопротекторного 

механизма действия не только для нейропротекции, но и для стимуляции 

нейрогенеза и снижения тяжести судорожного состояния, соответственно. 

7. Валидация нейропротекторного эффекта соединений-лидеров по 

результатам митохондриальных тестов на in vitro и in vivo моделях 

нейродегенерации показала их перспективность для дальнейшего развития 

как лекарственных препаратов. 

8. Два выявленных соединения-лидера успешно прошли 

доклинические испытания в рамках Государственных контрактов, одно 

соединение-лидер проходит доклинические испытания в рамках договора с 

Федеральным государственным бюджетным учреждением «Центр 

стратегического планирования и управления медико-биологическими 

рисками здоровью» Федерального медико-биологического агентства России. 
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