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Медь является одним из наиболее распростра-
нённых металлов с переменной валентностью 
в организме. Ионы этого металла участвуют 
в кислородном обмене, антиоксидантной за-
щите, образовании коллагена, поддержании 
целостности кровеносных сосудов, а также в 
гомео стазе железа и синтезе нейромедиаторов. 
В настоящее время известно, что Cu2+ входит в 
состав ряда белков, в том числе и в состав ци-
тохром-с-оксидазы (комплекс IV) — фермента, 
катализирующего конечный этап перехода элек-
тронов к кислороду в процессе окислительного 
фосфорилирования в митохондриях [1]. Кроме 
того, этот металл содержится в молекуле такого 
важного антиоксиданта, как СОД (Cu/Zn-СОД, 
или СОД1) и входит в состав церулоплазмина, 
белка плазмы крови, участвующего в ряде про-
оксидантных и антиоксидантных реакций [2,3]. 
Медь является компонентом дофамин-бета-мо-
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нооксигеназы и пептидилглицин-альфа-гидрок-
силирующей монооксигеназы — важных фер-
ментов, катализирующих превращение дофами-
на в норадреналин [4].

Поддержание гомеостаза Cu2+ в головном 
мозге очень важно, и отклонения от него в 
ЦНС вовлечено в патогенез многих нейродеге-
неративных заболеваний и патологических со-
стояний головного мозга, таких как болезни 
Вильсона—Коновалова и Альцгеймера [5-7].

Болезнь Вильсона—Коновалова — наслед-
ственное заболевание, затрагивающее ЦНС и 
внутренние органы. Ведущим звеном патогене-
за является хроническая эндогенная интоксика-
ция медью, поскольку в ходе развития заболева-
ния происходит нарушение обмена меди, из-за 
чего избыточные её количества накапливаются 
в печени, головном мозге, роговице и других 
тканях и органах, приводя к нарушению их 
функций. Cu2+-зависимая клеточная смерть 
(купроптоз) [8,9] может играть важную роль 
в патогенезе болезни Вильсона—Коновалова.
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Факторы, способные влиять на нейроцито-
токсичность меди, в настоящее время недоста-
точно изучены. Известно, что внеклеточный рН 
может влиять на клеточную гибель, вызванную 
двухвалентными металлами [10], а одной из 
главных точек связывания ионов меди в клетке 
является глутатион. Кроме того, при болезни 
Вильсона—Коновалова в головном мозге на-
капливаются не только ионы меди, но и железа.

Цель данной работы — исследовать влия-
ние внеклеточного ацидоза, цистеина, глутатио-
на и ионов железа на нейроцитотоксическое 
действие ионов меди in vitro.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
В экспериментах использовали 7-8-суточ-
ные культуры зернистых нейронов мозжечка 
7-8-дневных крыс, полученные методом фер-
ментно-механической диссоциации: 15 мин при 
36.5ºC в растворе трипсина (0.05%) и  ЭДТА 
(0.02%) на фосфатном буфере (Gibco Life 
Technologies), затем ступенчатое пипетирова-
ние в среде [10]. Экспериментальные протоколы 
одобрены этическим комитетом ФГБНУ НЦН 
(Протокол № 9-4/23 от 23.11.2023 г.).

Культивирование проводили в 96-луночных 
пластиковых планшетах (Eppendorf). Питатель-
ная среда содержала 90% минимальной среды 
Игла на солях Эрла (Gibco), 10% ЭТС (HyClone), 
2 мМ глутамина (glutaMAX; Gibco), 25 мМ KCl 
и 10 мМ буфера НЕРЕS pH 7.2-7.4 (VWR Life 
science). В каждую ячейку планшета добавляли 
0.1 мл клеток, создавая конечную плотность 
3-5×103 клеток/мм2. Культуры развивались в 
СО2-инкубаторе при 36.5ºC и относительной 
влажности 98%.

Эксперименты по выживаемости культи-
вированных зернистых нейронов проводили в 
описанной выше среде, в которую в зависимо-
сти от эксперимента на 24 ч добавляли CuCl2 (до 
конечной концентрации 100-0.5 мкМ; Sigma-
Aldrich). Остальные добавки — глутатион 1 мМ, 
цистеин 1 мМ, FeCl3 (10-50 мкМ) — вносили в 
среду культивирования одновременно с CuCl2. 
Ацидоз в культурах индуцировали их перено-
сом в среду с рН 6.8, где сыворотка была заме-
нена на 1% добавки для бессывороточных сред 
В27 минус антиоксиданты (В27-АО, Invitrogen). 
После эксперимента культуры фиксировали в 
смеси этанол:формальдегид:уксусная кислота 
(7:2:1) и окрашивали трипановым синим. Про-
цент выживших нейронов оценивали подсчётом 
морфологически интактных культивированных 
зернистых нейронов в пяти последовательных 

полях зрения при увеличении объектива 40×. 
Выживаемость выражали в процентах относи-
тельно контроля.

Полученные результаты обрабатывали в 
программе Statistiсa 13.3 (StatSoft, Inc.), ис-
пользуя однофакторный дисперсионный ана-
лиз ANOVA с пост-тестом Ньюмана—Кейлса. 
Данные представляли в виде среднего значения 
и ошибки среднего (M±SEM). Статистически 
значимыми считали различия при p<0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Достоверное снижение выживаемости куль-
тивированных зернистых нейронов моз жечка 
начинается при концентрации Cu2+ в среде куль-
тивирования 25 мкМ. За 24 ч при такой концен-
трации Cu2+ выживаемость нейронов снижалась 
до 89±2%. Более высокие концентрации — 50 и 
100 мкМ — снижали выживаемость этих клеток 
до 65±4 и 15±2% соответственно (рис. 1). При 
кислом значении рН среды культивирования 
(рН 6.8) токсическое действие меди на культи-
вированные нейроны достоверно возрастает по 
сравнению с таковым при рН 7.3. При рН 6.8 
повреждающее действие Cu2+ проявляется уже в 
концентрации 10 мкМ, а выживаемость нейро-
нов снижается до 81±3%, тогда как при рН 7.3 
составляет 95±2%. Выживаемость в присут-
ствии 25 мкМ Cu2+ в среде культивирования 
составляла 89±2 и 63±4% при рН 7.3 и 6.8 со-
ответственно. В настоящее время известно, что 
поступление меди в клетки опосредовано пере-
носчиком меди 1 (Ctr1), а также независимыми 
от Ctr1 механизмами, которые могут включать 
переносчик двухвалентного металла 1 (DMT1) 

Рис. 1. Внеклеточный ацидоз увеличивает токсическое 
действие Cu2+ на культивированные нейроны.
*р<0.01, **p<0.001 по сравнению с рН 7.3.
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или представителей семейства переносчиков 
металлов ZIP [1,8]. При этом экто-куприредук-
таза и/или внеклеточный аскорбат обеспечат 
восстановленные формы меди до Cu+ для по-
глощения клетками [11]. Более того, показано, 
что снижение внеклеточного рН вызывает уве-

личение аккумуляции меди клетками [12], что 
может отражать модуляцию активности пере-
носчика меди протонами [13]. Все эти данные 
способны объяснить показанное нами усиление 
токсического действия меди при снижении вне-
клеточного рН.

Рис. 2. Глутатион и цистеин усиливают нейроцитотоксическое действие ионов меди. Фиксированные культуры, 
окрашенные трипановым синим. Обработка веществами 24 ч.
Пикнотические ядра погибших нейронов указаны стрелками.
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Медь, поступившая в цитоплазму клеток, 
связывается с глутатионом и металлотионеи-
нами, которые являются главными участника ми 
депонирования этого иона. Глутатион присут-
ствует в цитоплазме всех типов клеток в мил-
лимолярных концентрациях и может непосред-
ственно поглощать свободные радикалы или 
выступать в качестве субстрата для глутати-
он-S-трансферазы и глутатионпероксидазы во 
время детоксикации пероксида водорода, гидро-
перекисей липидов и электрофильных соедине-
ний [14]. Однако неожиданно оказалось, что в 
присутствии 1 мМ глутатиона даже наномоляр-
ные концентрации меди вызывают 100% гибель 
культивированных нейронов (рис. 2). Глутатион 
является трипептидом, в состав которого входят 
три аминокислоты: глицин, глутамин и цисте-
ин. В составе последней содержится тиоловая 
группа. Поэтому усиление токсичности меди в 
присутствии глутатиона может быть связано с 
тиоловой группой цистеина, так как ранее мы 
показали, что антиоксидант ацетилцистеин уси-
ливает токсическое действие ионов меди [15]. 
Для проверки этой гипотезы мы оценили токси-
ческое действие меди на фоне 1 мМ цистеина. 
Медь на фоне цистеина оказалась токсичной в 
наномолярных концентрациях — 0.5 мкМ ме-
ди вызывали 100% гибель культивированных 
нейронов (рис. 2), что может происходить в 
результате окислительного стресса, так как при 
взаимодействии тиоловых групп аминокислот 
с медью может продуцироваться супероксид 
[16,17]. Следует отметить, что окислительный 
стресс задействован в патогенезе болезни Виль-
сона—Коновалова [18]. Более того, внеклеточ-
ное микроокружение головного мозга содержит 
множество биологических окислительно-вос-
становительных агентов, включая аскорбат, 
глутатион, цистеин и гомоцистеин. Во время 
ишемии/реперфузии, старения или неврологи-
ческих заболеваний внеклеточные уровни вос-
становителей могут резко повышаться из-за 
нарушения регуляции гомеостаза [19].

Интересно, что при болезни Вильсона—
Коновалова в головном мозге накапливаются 
не только ионы меди, но и железа [5,20]. Мы 
также исследовали влияние ионов железа на 
нейроцитотоксическое действие ионов меди. 
Однако в выполненных нами экспериментах 
влияния Fe3+ (10-50 мкМ) на токсическое дей-
ствие Cu2+ не обнаружено.

В целом полученные результаты свидетель-
ствуют, что цитотоксичность ионов меди может 
повышаться в условиях внешнего ацидоза, в 
присутствии глутатиона или цистеина.
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