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Болезнь Паркинсона (БП) – нейродегенеративное заболевание преимуществен-
но пожилых людей, которое до сих пор относится к числу неизлечимых. На сего-
дняшний день эффективные нейропротекторы, пригодные для лечения пациен-
тов с БП, отсутствуют. Ранее нами показано, что проведение терапии с препара-
том U133, индуцирующим синтез белков теплового шока Hsp70 и HSP40 в
головном мозге, препятствует развитию нейродегенерации в нигростриатной си-
стеме и устраняет нарушения сна при моделировании БП у животных. В данном
исследовании мы оценили антидепрессантные свойства превентивной терапии с
U133, а также ее нейропротективные эффекты на моноаминергические эмоцио-
генные структуры головного мозга на модели доклинической стадии БП у пожи-
лых крыс Вистар (20 мес.), созданной с помощью интраназального введения ин-
гибитора протеасом лактацистина. В работе показано, что внутрибрюшинное
введение U133 пожилым животным приводит к отставленному во времени (через
3–7 сут) повышению уровня Hsp70 (HSPA1) в вентральной области покрышки
среднего мозга и голубом пятне. Проведение превентивной терапии с U133
устраняло признаки депрессивно-подобного поведения в виде симптома ангедо-
нии, формирующегося в динамике доклинической стадии БП у пожилых крыс.
Выяснено, что антидепрессант-подобный эффект индуктора шаперонов U133
обусловлен способностью шаперона Hsp70 ослаблять процесс нейродегенерации
и нейровоспаления в дофаминергической мезолимбической системе вознаграж-
дения и норадренергической системе голубого пятна. Полученные данные явля-
ются фундаментальным обоснованием для разработки новой молекулярной тех-
нологии превентивной терапии БП и ангедонии различного генеза на основе ин-
дукторов шаперонов.
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона (БП) – мультисистемное хроническое прогрессирующее
нейродегенеративнoe заболевание, которое занимает второе место по частоте
встречаемости после болезни Альцгеймера. Вероятность наступления БП повыша-
ется в геометрической прогрессии с возрастом у лиц старше 65 лет [1]. Это может
свидетельствовать о том, что старение, в комбинации с генетическими факторами и
факторами окружающей среды, предрасполагает к развитию этого типа болезни [2].
В связи с увеличением продолжительности жизни прогнозируется, что в течение
ближайших 20–30 лет число пациентов с БП возрастет почти 2 раза [3].

БП проявляется классической триадой моторных нарушений в виде симптомов
гипокинезии, мышечной ригидности, тремора покоя. Эти симптомы лежат в осно-
ве диагностики БП и возникают в результате прогрессирующей гибели большей
части дофамин (ДА)-ергических нейронов в черной субстанции, которые не вос-
становить, и полное излечение в этой стадии уже невозможно. У большинства па-
циентов моторные симптомы сочетаются с нарушением сна, эмоциональными
расстройствами и когнитивным дефицитом, которые могут опережать на несколь-
ко лет и более моторные проявления заболевания [4–8]. Широкий спектр немо-
торных нарушений связан с развитием нейродегенеративного процесса в экстра-
нигральных структурах головного мозга, который зарождается в продромальный
(доклинический) период развития БП [9].

Одним из наиболее частых и клинически значимых нервно-психических нару-
шений при БП является депрессия, которая встречается в среднем у 35% пациен-
тов [8, 10]. Считается, что ДА-ергическая система, и, в частности, рецепторы D2,
играют немаловажную роль не только в фундаментальных механизмах проявления
симптомов депрессии, но и в формировании временной структуры депрессивных
состояний [11, 12]. Среди характерных симптомов депрессии при БП отмечена ан-
гедония (потеря чувства удовольствия и стремления к получению удовольствия),
которая выявляется в среднем у 45.7% случаев БП и может коррелировать с други-
ми признаками депрессии (апатия, повышенная тревожность, снижение работо-
способности) [8]. Возникновение симптомов ангедонии у части пациентов БП мо-
жет предшествовать моторным проявлениям БП в клинической стадии; больные с
депрессивным расстройством имеют примерно в 2 раза больший риск развития БП
в течение последующих 4–6 лет, чем группа контроля [8, 13]. Патофизиологиче-
ские изменения в головном мозге, лежащие в основе ангедонии при БП, до сих пор
неясны. Предполагается, что решающую роль в ее развитии при БП играет дис-
функция моноаминергических восходящих систем вследствие нейродегенерации
ДА-ергических нейронов ключевого компонента “системы вознаграждения” вен-
тральной области (ВО) покрышки среднего мозга, а также отчасти норадренерги-
ческих (НА) нейронов голубого пятна ствола головного мозга [14–16].

Для борьбы с нейродегенеративными заболеваниями во всем мире активно раз-
рабатываются принципы превентивной медицины, которые основаны как на до-
клиническом выявлении заболевания, так и на последующей нейропротективной
терапии, способной реально предотвратить прогрессирование болезни и снизить
инвалидность трудоспособного населения. Однако технологии доклинической
идентификации и нейропротективной фармакотерапии БП еще не создано. С це-
лью облегчения дифференциальной диагностики БП в сложных клинических слу-
чаях и для оценки степени нарушения функционального состояния ЦНС разрабаты-
ваются новые подходы для анализа свойств непроизвольных колебаний (тремора),

Список сокращений: HSP70 – белки теплового шока массой 70 кДа; PBS – апирогенный фосфатный
буфер pH 7.4; БП – болезнь Паркинсона; ВО – вентральная область [покрышки среднего мозга]; ДА –
дофамин; ЛЦ – лактацистин; НА – норадреналин; ТГ – тирозингидроксилаза; УПС – убиквитин-
протесомная система.
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возникающих при выполнении человеком определенной двигательной задачи [17],
а также различные нейровизуализационные методы исследования. Отсутствие на
сегодняшний день эффективных нейропротекторов, пригодных для лечения паци-
ентов с БП, частично связано с тем, что доклинические испытания ряда соедине-
ний проводились на животных молодого и среднего возраста в моделях БП. Для
ускорения поиска эффективных нейропротективных соединений, которые можно
применить на доклинической стадии БП, разрабатываются адекватные модели у
пожилых животных.

В настоящее время общепризнано, что молекулярной основой развития нейро-
дегенерации при БП является нарушение укладки белка α-синуклеина, приводя-
щее к накоплению в нейронах его токсичных олигомеров [18]. Это происходит в
результате недостаточной активности молекулярных механизмов конформацион-
ного контроля со стороны системы шаперонов HSP70 и деградации аномальных
белков с помощью убиквитин-протеасомной системы (УПС) [19, 20]. Ранее в лабо-
ратории впервые созданы модели доклинической стадии БП у крыс Вистар средне-
го и пожилого возраста на основе ослабления активности УПС. В этих моделях вы-
явлен ряд признаков нарушений сна, депрессивно-подобного поведения и когни-
тивного дефицита, сигнализирующих о начавшихся патологических изменениях в
головном мозге [2, 21–25]. В настоящее время стресс-индуцируемый шаперон Heat
Shock Proteins 70 kDa (Hsp70), препятствующий неправильной укладке белков, а
также его фармакологические индукторы, рассматриваются как перспективная
нейропротективная стратегия при БП и других нейродегенеративных заболеваниях
[26]. Апробированные индукторы Hsp70 природного и синтетического происхож-
дения (селастрол, куркумин, вальпроевая кислота, гелданамицин, аримокломол
и др.), наряду с достоинствами, обладают рядом недостатков (побочные токсиче-
ские эффекты, плохая растворимость и проходимость через гематоэнцефаличе-
ский барьер и др.) [26]. Поэтому поиск безопасных индукторов Hsp70 для лечения
нейродегенеративных заболеваний активно продолжается. Недавно в нашей лабора-
тории оценен нейропротективный потенциал нового индуктора шаперонов хиноид-
ного соединения U133 на моделях БП у животных. Выяснено, что соединение U133,
вызывающее повышение синтеза Hsp70 и HSP40, препятствует развитию α-си-
нуклеиновой патологии и нейродегенерации в нигростриатной системе и устраня-
ет нарушения сна при моделировании доклинической и клинической стадий БП у
крыс среднего и пожилого возраста [27, 28]. Какие изменения происходят при этом
в проявлении признаков ангедонии и нейродегенерации в моноаминергических
эмоциогенных структурах головного мозга, незвестно.

Задача настоящего исследования – выяснить, способен ли индуктор шаперонов
U133 препятствовать развитию нейродегенеративного процесса в ДА-ергической
мезолимбической системе и НА-ергической системе голубого пятна и тем самым
устранять депрессивно-подобное поведение, формирующееся в доклинической
стадии БП у пожилых крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные

Опыты проводились на крысах-самцах популяции Вистар пожилого возраста
(20 мес.), массой тела 400–450 г. Животных содержали в стандартных условиях ви-
вария Института эволюционной физиологии и биохимии РАН по 5 особей в клетке
при температуре окружающей среды 24 ± 1°С и свободном доступе к воде и пище.
Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответство-
вали этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Ба-
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зельской декларации и рекомендациям, принятым биоэтическим комитетом по
охране животных Института эволюционной физиологии и биохимии РАН.

В опытах использовали индуктор шаперонов хиноидное соединение U133 (аце-
тилированный трис-О-глюкозид эхинохрома), которое было синтезировано в Ти-
хоокеанском институте биоорганической химии им. Г.Б. Елякова ДВО РАН путем
глюкозилирования эхинохрома (2,3,5,7,8-пента-гидрокси-1,4-нафтохинона) –
природного пигмента морских ежей [29, 30]. Для оценки Hsp70-индуцирующей ак-
тивности соединения U133, его растворяли в 20 мкл диметилсульфоксида (DMSO), до-
водили до объема 0.2 мл 0.9%-ным раствором NaCl и вводили животным (n = 15) внут-
рибрюшинно (в/б) в дозе 5 мг/кг. Контрольным крысам (n = 15) вводили в/б 0.2 мл
0.9%-ный раствор NaCl с добавлением 20 мкл DMSO. Содержание Hsp70 исследо-
вали в ВО покрышки среднего мозга и голубом пятне через 1, 3, 7, 9 и 12 сут после
введения 0.9%-ного раствора NaCl + DMSO (контрольная группа) и U133 (экспе-
риментальная группа). В эксперименте было проанализировано пять групп живот-
ных в разных временных точках (1, 3, 7, 9 и 12 сут). В каждой временной точке было
по 3 животных для контрольной группы и 3 животных для экспериментальной.

Вестерн-блот
Изменение содержания Hsp70 в ВО покрышки среднего мозга и голубом пятне

после введения U133 оценивали методом Вестерн-блот. Пробы тканей головного
мозга лизировали с использованием High RIPA буфера и гомогенизировали. Белки
разделяли с помощью электрофореза в полиакриламидном геле, затем переносили
на PVDF-мембрану Immobilon-P (Millipore Corporation, США). Для предотвраще-
ния неспецифического связывания антител полоски мембран инкубировали в бло-
кирующем растворе (PBS с добавлением 0.1% Tween-20 и 3% бычьего сывороточно-
го альбумина) в течение 1 ч. Для иммуномечения применяли первичные монокло-
нальные антитела мыши к индуцибельному белку Hsp70 (1 : 1000; Abcam,
Великобритания). В качестве контроля нагрузки использовали GAPDH (монокло-
нальные антитела мыши, 1 : 1000; Abcam, Великобритания). Визуализацию сигнала
проводили с использованием протокола хемилюминесценции с применением ре-
актива Novex ECL HRP Chemiluminescent Substrate Reagent Kit (Invitogen, США). Ана-
лиз количества белка осуществляли с помощью денситометрии с использованием
программы ImageJ. Уровень белка интереса Hsp70 был скорректирован по фоново-
му сигналу и нормирован на сигнал GAPDH.

Создание модели доклинической стадии БП
Для создания пролонгированной модели доклинической стадии БП у пожилых

крыс использовали ранее разработанный протокол интраназального введения спе-
цифического ингибитора ферментативной активности протеасом лактацистина
(ЛЦ; Enzo, США) [23]. ЛЦ растворяли в апирогенном фосфатном буфере (рН 7.4;
PBS) и вводили крысам (n = 8) интраназально в каждую ноздрю в дозе 100 мкг/8 мкл
дважды с интервалом 7 дней. За два введения каждое животное получала 400 мкг ЛЦ.
Контрольной группе животных (n = 8) вводили растворитель ЛЦ интраназально
(8 мкл PBS) и растворитель U133 в/б (0.2 мл 0.9%-ного раствора NaCl с добавлением
20 мкл DMSO).

Проведение терапии с индуктором шаперонов U133
Соединение U133 вводили крысам (n = 8) в/б в дозе 5 мг/кг и объеме 0.2 мл

0.9%-ного раствора NaCl с добавлением 20 мкл DMSO трижды: через 4 ч после
каждого введения ЛЦ, а также через 7 дней после последнего введения ЛЦ. Кон-
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трольной группе животных (n = 8) вводили 8 мкл PBS интраназально и в/б 0.2 мл
0.9%-ного раствора NaCl с добавлением 20 мкл DMSO.

Последующая оценка терапевтического эффекта соединения U133 проводилась
в трех экспериментальных группах: 1. Контрольная группа (n = 8). 2. Группа жи-
вотных в модели доклинической стадии БП (n = 8). 3. Группа животных в модели
доклинической стадии БП, получавших терапию с U133 (n = 8).

Тест на предпочтение сахарозы
Для выявления симптома ангедонии был проведен тест на предпочтение сахаро-

зы по стандартной методике [31] в модификации. Для определения базального
уровня предпочтения сахарозы проводили фоновое тестирование за 2 дня до нача-
ла эксперимента. Экспериментальное тестирование проводили через 21 день после
первого введения ЛЦ. Во время проведения теста животные содержались в одиноч-
ных клетках при температуре окружающей среды 24 ± 1°С и фотопериоде 12 : 12 ч.
Во избежание стрессирования животных, предварительной депривации воды или
пищи не проводили. Животным в течение 24 ч предоставляли свободный доступ к
двум идентичным шариковым поилкам объемом 200 мл, одна из которых содержа-
ла питьевую воду, вторая – 2%-ный раствор сахарозы в питьевой воде. Перед те-
стированием и после его окончания объем жидкостей (водопроводной воды и рас-
твора сахарозы в воде) в поилках измеряли с помощью мерной колбы на 200 мл.
Предпочтение сахарозы рассчитывали по формуле:

где  – объем выпитого раствора сахарозы;  – объем выпитой воды.

Иммуногистохимическое исследование
После окончания теста на предпочтение сахарозы животных наркотизировали зо-

летилом (Zoletil®; внутримышечно, 60 мг/кг) декапитировали и извлекали головной
мозг. Головной мозг фиксировали в 4%-ном растворе параформальдегида при тем-
пературе 4°С в течение 5 дней, промывали в PBS и переносили в 20%-ный раствор
сахарозы при температуре 4°С для криопротекции. Через 3–5 дней мозг заморажи-
вали в изопентане при температуре –45°С и хранили при –80°С. Чередующиеся се-
рии фронтальных срезов вентрального стриатума и ВО покрышки среднего мозга
(10 мкм) и голубого пятна (20 мкм) подготавливали на криостате Leica (Германия)
в соответствии с атласом головного мозга крысы [32]. В работе использовали био-
тин-стрептавидиновый метод, описанный ранее [23, 27], с применением первич-
ных кроличьих поликлональных антител против ТГ (1 : 700, Abcam, Великобрита-
ния), против Iba-1 (1 : 200, Abcam, Великобритания) и вторичных биотинилиро-
ванных антител против иммуноглобулинов кролика (1 : 350, Vector Lab., США) и
стрептавидин-пероксидазного комплекса (1 : 400, VectorLab, США). Специфичность
иммуногистохимической реакции проверяли негативным контролем без первич-
ных или вторичных антител.

Изображения изучаемых структур головного мозга в проходящем свете получали
с помощью микроскопа Сarl Zeiss (Германия) со встроенной видеокамерой Imager 4.1,
и программного обеспечения для захвата изображения AxioVision-4.7.2. (в jpg или
tiff форматах). Подсчет количества иммунопозитивных к ТГ нейронов в ВО по-
крышки, их аксонов в вентральном стриатуме, НА-ергических нейронов в голубом
пятне и Iba1-иммунопозитивных микроглиоцитов проводили визуальным методом
с помощью программы PhotoM (http://www.t_lambda.chat.ru). По каждому живот-
ному анализировали 10–12 снимков ВО покрышки и голубого пятна на одном

= ×
+
сах

сах воды
Предпочтение 100%,V

V V

сахV водыV
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уровне исследуемых зон от каждого животного, разделенных примерно 70-ю мкм.
На снимке стандартной площадью, захватываемой камерой светового микроскопа,
обводили ТГ-иммунопозитивные нейроны с видимым ядром. Количество клеток
приходилось на стандартную площадь ткани, захватываемой камерой светового
микроскопа. Для голубого пятна площадь составила 365 мм2 (объектив ×20), вен-
тральной области покрышки среднего мозга 1443 мм2 (объектив ×10).

Определение количества выживших ТГ-иммунореактивных терминалей в вен-
тральном стриатуме выполнялось с помощью программы ImageJ (NIH, США). По
каждому животному сделано 4–5 микрофотографий для каждой из четырех услов-
но-выделенных областей вентрального стриатума стандартной площадью 92 мм2

(объектив ×40). Результаты по изменению количества ДА-ергических нейронов и
их аксонов представлялись в виде среднего арифметического ±m.

Полуколичественный анализ оптической плотности ТГ-иммунореактивного ве-
щества в нейронах ВО покрышки среднего мозга проводился с использованием
программного обеспечения PhotoM. Иммунногистохимическую реакцию выпол-
няли одновременно в контрольной и экспериментальной группах. От каждого жи-
вотного анализировали по пять срезов на одном уровне исследуемых зон. На каж-
дом снимке стандартной площадью 365 мм2 (объектив ×20) обводили ТГ-иммуно-
позитивные нейроны с видимым ядром. Оптическая плотность, отражающая
содержание иммунопозитивного вещества, рассчитывалась как разница между ин-
тенсивно окрашенными нейронами, содержащими иммунореактивное вещество, и
интенсивностью окраски фона (не содержащего иммунореактивного вещества) на
том же срезе. Результаты были представлены в относительных единицах оптиче-
ской плотности на мкм2.

Статистический анализ
Анализ всех полученных результатов осуществлялся с помощью программы Sta-

tistica 7.0. Нормальность распределения проверяли с помощью теста Колмогорова–
Смирнова. Анализ данных, имеющих распределение, отличное от нормального,
проводили с помощью непараметрического критерия Краскела–Уоллиса; в каче-
стве post-hoc критерия применен ранговый критерий Ньюмана–Кейлса. Стати-
стическую обработку данных, распределенных нормально, выполняли с помощью
дисперсионного анализа ANOVA с последующим post-hoc анализом с помощью
критерия Тьюки HSD. Различия результатов между группами считались статисти-
чески значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Системное введение соединения U133 повышает уровень Hsp70
в эмоциогенных структурах головного мозга

На первом этапе работы необходимо было оценить Hsp-70-индуцирующую ак-
тивность соединения U133 в стареющем мозге у пожилых животных. Проведенное
исследование показало, что после внутрибрюшинного введения U133 максималь-
ное увеличение содержания белка Hsp70 в ВО покрышки среднего мозга и голубом
пятне отмечалось на 7-е сутки после инъекции; прирост Hsp70 в ВО покрышки со-
ставил 121% (р ≤ 0.05), голубом пятне 33% (р ≤ 0.05) по сравнению с контролем. По-
вышенный уровень Hsp70 сохранялся в течение последующих 2–3 сут.

В верхней части рис. 1 представлены репрезентативные иммуноблоты вентраль-
ной области покрышки среднего мозга (VTA) и голубого пятна (Locus C.). На гра-
фике по вертикали – оптическая плотность Hsp70, % от контроля. ANOVA с после-
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дующим post-hoc анализом с помощью критерия Тьюки HSD. Достоверность раз-
личий в опыте относительно контроля * – p < 0.05.

Применение Hsp70-индуцирующей терапии с U133 устраняет признаки
депрессивно-подобного поведения в модели доклинической стадии

болезни Паркинсона у пожилых крыс

Проведенные ранее нами исследования показали, что модель доклинической
стадии БП у пожилых крыс воссоздает у животных ранние нарушения сна (гипер-
сомния, фрагментации сна), которые поддаются коррекции при проведении тера-
пии с препаратом U133 [28]. В многочисленных клинических исследованиях про-
демонстрирована тесная связь нарушений сна и развития депрессии, позволяющая
говорить о наличии общих патофизиологических механизмов этих расстройств.
Это позволило нам предположить, что терапия с индуктором шаперонов U133 мо-
жет корректировать не только нарушения сна, но и признаки депрессивно-подоб-
ного поведения, характерные для модели доклинической стадии БП у пожилых
животных. Проведенное исследование показало, что у животных в модели докли-
нической стадии БП на 21-й день после первого введения ЛЦ отмечается снижение
предпочтения сладкого раствора сахарозы по сравнению с контрольными живот-
ными (рис. 2а). Более того, когда учитывалось общее потребление сахарозы, было
выяснено, что модельные животные имели пониженное потребление сахарозы, су-
дя по снижению объема выпитого подслащенного раствора (рис. 2b). При этом
разницы в объеме потребляемой воды не наблюдалось по сравнению с контролем
(рис. 2с). В совокупности полученные данные указывают на наличие у крыс в мо-
дели доклинической стадии БП ключевого депрессивного симптома ангедонии.
Терапия с U133 устраняла гедонистический дефицит и животные предпочитали
пить подслащенную воду так же охотно, как и нормальные крысы в контрольной
группе, при этом возрастало количество потребляемой сахарозы при неизменном
количестве потребляемой воды по сравнению с группой животных в модели БП, не
получавших терапию (рис. 2).

Рис. 1. Изменение содержания индуцибельного белка теплового шока Hsp70 в вентральной области по-
крышки среднего мозга (а) и голубом пятне (b) у пожилых крыс через 1, 3, 7, 9, 12 дней (Day 1, 3, 7, 9, 12)
после внутрибрюшинного введения соединения U133.
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Терапия с U133 препятствует развитию нейродегенерации и ослабляет признаки 
нейровоспаления в моноаминергических эмоциогенных структурах головного мозга

в модели доклинической стадии болезни Паркинсона у пожилых крыс

При проведении патоморфологического анализа, выполненного после оконча-
ния теста на предпочтение сахарозы, выяснено, что развитие признаков депрес-
сивно-подобного поведения в модели доклинической стадии БП у пожилых крыс
сопряжено с развитием нейродегенеративного и нейровоспалительного процессов
в эмоциогенных структурах головного мозга. Количество ТГ-иммунопозитивных
нейронов было уменьшено на 15% (p < 0.05) в ВО покрышки среднего мозга и на
30% (p < 0.01) в голубом пятне. Развитие процесса нейродегенерации в ВО по-
крышки сопровождалось уменьшением на 17% (p < 0.01) количества ДА-ергиче-
ских аксонов в вентральном стриатуме, играющем ключевую роль в механизмах
формирования удовольствия и вознаграждения у грызунов и человека [14]. Курсо-
вое введение U133 препятствовало развитию нейродегенеративного процесса в
эмоциогенных структурах головного мозга при моделировании у животных докли-
нической стадии БП (рис. 3).

Для того, чтобы оценить влияние индуктора шаперонов U133 на компенсатор-
ные процессы, направленные на поддержание уровня дофамина в мезолимбиче-
ской системе, был проведен анализ содержания ТГ в нейронах ВО покрышки сред-
него мозга. У животных в модели доклинической стадии БП в ДА-ергических ней-
ронах ВО покрышки верифицировано увеличение содержания ТГ на 38% (p < 0.05)
по сравнению с контролем, что может свидетельствовать о компенсаторном повы-
шении скорости синтеза дофамина в выживших нейронах. Проведение терапии с
U133 не препятствовало развитию компенсаторных реакций, направленных на
поддержание уровня дофамина в ВО покрышки у модельных животных; уровень
ТГ в ВО оставался повышенным, как и у модельных животных, не получавших те-
рапию с U133 (рис. 4).

Характерным признаком БП является развитие хронического нейровоспаления
(т.е. реактивный микроглиоз и инфильтрация лимфоцитов) в нигростриатной и
экстранигральных структурах головного мозга, которое провоцируют олигомеры

Рис. 2. Изменения в предпочтении раствора сахарозы (a), потреблении количества сахарозы (b) и воды
(c) у крыс пожилого возраста в модели доклинической стадии болезни Паркинсона при проведении те-
рапии с U133.
Control – введение контрольного раствора, LC – модель болезни Паркинсона, LC + U133 – терапия с
U133 в модели болезни Паркинсона. Применен непараметрический критерий Краскела–Уоллиса; в ка-
честве post-hoc критерия – ранговый критерий Ньюмана–Кейлса. Значения достоверны в опыте отно-
сительно контроля * – p < 0.05; LC + U133 по сравнению с LC # – p < 0.05; ## – p < 0.01.
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α-синуклеина, высвобождающиеся во внеклеточное пространство из пораженных
нейронов [18]. В нашей работе выяснено, что в ЛЦ-индуцированной модели до-
клинической стадии БП у пожилых крыс увеличивается количество активирован-
ных микроглиоцитов в ВО покрышки на 59% (p < 0.05) и на 43% (p < 0.05) в голу-
бом пятне по сравнению с контролем, что указывает на развитие реактивного мик-

Рис. 3. Влияние терапии с U133 на процесс нейродегенерации в вентральной области покрышки (VTA)
среднего мозга, вентральном стриатуме (Vent. Striatum) и голубом пятне (Locus С.) в модели доклиниче-
ской стадии болезни Паркинсона у пожилых крыс. Световая микроскопия: ТГ-иммунореактивные
нейроны (VTA, Locus С.) и аксоны (Vent. Striatum). Масштаб: 100 мкм – VTA, Locuc C., 200 мкм – Vent.
Striatum. На графике по вертикали – количество ТГ-иммунореактивных нейронов и аксонов.
Control – введение контрольного раствора, LC – модель доклинической стадии болезни Паркинсона,
LC + U133 – проведение терапии с U133 в модели.
Здесь и на рис. 4 и 5 проведен дисперсионный анализ ANOVA с последующим post-hoc анализом с по-
мощью критерия Тьюки HSD. Значения достоверны в опыте относительно контроля * – p < 0.05; ** – p < 0.01;
LC + U133 по сравнению с LC # – p < 0.05; ## – p < 0.01.
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Рис. 4. Влияние терапии с U133 на содержание тирозингидроксилазы в нейронах вентральной обла-
сти (VTA) покрышки среднего мозга у пожилых крыс в модели доклинической стадии болезни Пар-
кинсона. Световая микроскопия: ТГ-иммунореактивные нейроны в VTA (масштаб 25 мкм). На гра-
фике по вертикали – оптическая плотность, условные единицы.
Control – введение контрольного раствора, LC – модель доклинической стадии болезни Паркинсона,
LC + U133 – терапия с U133 в модели.
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роглиоза. Применение терапии с U133 предотвращало развитие микроглиоза ВО
покрышки и не оказывало заметного влияния на микроглиз в голубом пятне (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Спорадической формой БП страдают преимущественно пожилые люди (старше
65 лет). Разработка новой стратегии нейропротективной фармакотерапии БП этой
возрастной категории – одна из самых сложных задач. Это обусловлено возраст-
ными изменениями в нейрохимической композиции нейронов центральной и пе-
риферической нервной системы, симпатической иннервации периферических ор-
ганов, сложностями, связанными с повышенной чувствительностью к лекарствен-
ным препаратам и развитием побочных эффектов при терапии [2, 33–35]. Кроме того,
молекулярно-генетические изменения в стареющем мозге (снижение уровня и актив-
ности транскрипционного фактора HSF1, скорости транскрипции генов hsp70 и син-
теза АТФ-зависимых шаперонов) снижают надежность регуляции клеточного про-
теостаза [2, 36, 37]. Поэтому при испытаниях новых терапевтических соединений и
фармпрепаратов возрастные изменения должны учитываться при переносе резуль-
татов доклинических исследований на стареющего человека.

Недавно в лаборатории создана модель доклинической стадии БП у пожилых
крыс [21–25], которая по своим патоморфологическим и нейрохимические при-
знакам соответствует основным требованиям, предъявляемым к животным моде-
лям. Cоздание такой модели обеспечило проведение мониторинга функциональ-
ного состояния головного мозга, позволяющего выявить ранние нарушения сна и
повышенный уровень тревожности.

Проведенное исследование показало, что у пожилых животных в модели докли-
нической стадии БП развиваются признаки депрессивно-подобного поведения в
виде симптома ангедонии, о чем свидетельствует снижение желания у крыс полу-
чать удовольствие от подслащенной сахарозой воды по сравнению с контрольной
группой, которые предпочитали пить подслащенную воду. Об этом указывает и по-
ниженное потребление животными сахарозы при неизменной разнице в объеме

Рис. 5. Изменение числа активированных микроглиоцитов в вентральной области покрышки (VTA)
среднего мозга и голубом пятне (Locus C.) при проведении терапии с U133 в модели доклинической ста-
дии болезни Паркинсона у пожилых крыс. Световая микроскопия: Iba1-иммунореактивные микро-
глиоциты в VTA и Locus C. Масштаб: 50 мкм. На графике по вертикали – количество Iba1-иммунореак-
тивных микроглиоцитов.
Control – введение контрольного раствора, LC – модель доклинической стадии болезни Паркинсона,
LC + U133 – проведение терапии с U133 в модели.
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потребляемой воды по сравнению с контрольной группой. Патоморфологический
анализ эмоциогенных структур головного мозга на модели доклинической стадии
БП позволил нам предположить, что патофизиологической основой симптома ан-
гедонии является развитие нейродегенеративного и нейровоспалительного про-
цессов в ДА-ергической системе ВО покрышки среднего мозга и НА-ергической
системе голубого пятна, которые включены в механизмы формирования эмоцио-
нального поведения у грызунов и человека [15, 38]. Подтверждением этого может
быть доказанная эффективность агониста дофаминовых рецепторов прамипексола
и противовоспалительных препаратов (целекоксиб, миноциклин) не только и не
столько в лечении депрессии в целом, сколько в устранении именно ангедонии
различного генеза, в том числе и при БП [39, 40]. Выявленный в нашем исследова-
нии симптом ангедонии может рассматриваться как ранний немоторный маркер
БП у пожилых лиц, сигнализирующий о начавшейся дисфункции моноаминерги-
ческих восходящих систем головного мозга.

Ранее нами показано, что системное введение U133 (5 мг/кг) крысам среднего
возраста приводит через 1 сут к значимому возрастанию уровня Hsp70 в черной суб-
станции и стриатуме вследствие активации транскрипционного фактора HSF1 [27].
При введении такой же дозы U133 пожилым животным Hsp70-индуцирующий эф-
фект соединения был отставлен во времени и максимальный прирост Hsp70 в ВО
покрышки среднего мозга и голубом пятне наблюдался лишь к 7 суткам. Повы-
шенный уровень Hsp70 сохранялся в течение 3-х последующих дней, что является
подходящим для длительного применения этого индуктора с целью терапии. При-
чиной запаздывания синтеза Hsp70 может быть возрастное снижение скорости
транскрипции индуцибельных генов белка теплового шока Hsp70 в головном мозге
вследствие снижения уровня и активности HSF1, запускающего экспрессию гена
hsp70. Ранее сообщалось, что возраст влияет на индуцируемую, но не базальную
экспрессию генов белков теплового шока HSP70; выяснено, что скорость тран-
скрипции hsp70 снижается почти на 60% в стареющих фибробластах человека [41] и
на 66% в старых Т-лимфоцитах в сравнении с молодыми при действии теплового
шока [36]. При этом отмечалось снижение уровня HSF1.

Проведенное исследование показало, что курсовое введение U133 препятствова-
ло проявлению признаков ангедонии и сниженному потреблению сахарозы у по-
жилых крыс в модели доклинической стадии БП. Эти данные демонстрируют, что
индуктор шаперонов U133 оказывает действие, подобное антидепрессанту. Анти-
депрессантный эффект индуктора белков теплового шока геранилгеранилацетона
(тепренона) выявлен и другими исследователями в модели депрессии у мышей,
вызванной стрессом социального поражения [42]. Коррекция депрессивно-подоб-
ного поведения с помощью Hsp70-индуцирующей терапии в модели доклиниче-
ской стадии БП связана в первую очередь c нейропротективными свойствами ша-
перона Hsp70, которые эффективно проявляются в мезолимбической системе воз-
награждения и НА-ергической системе голубого пятна. Об этом свидетельствует
значительное уменьшение количества погибших нейронов и ослабление призна-
ков хронического нейровоспаления, судя по уменьшению количества активиро-
ванной микроглии, в этих эмоциогенных структурах. Запускаемый индуктором
шаперонов U133 специализированный мультифакторный механизм мощной ней-
ропротекции не препятствует развитию компенсаторных реакций, направленных
на поддержание уровня дофамина в мезолимбической системе (судя по повышен-
ному уровню ТГ в нейронах ВО покрышки) и способствует восстановлению функ-
ции восходящих моноаминергических путей. Мы недавно показали, что в основе
этого механизма лежит способность Hsp70 напрямую взаимодействовать с агрега-
тами α-синуклеина и разбирать их, а также снижать содержание патогенной фос-
форилированной (Ser129) формы α-синуклеина [24, 27]. Другими исследователями
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обнаружено, что Hsp70 ингибирует образование фибрилл α-синуклеина за счет из-
бирательного связывания с префибриллами (олигомерами), что приводит к ослаб-
лению их токсических свойств [43]. Кроме того, не менее важным механизмом
нейропротекции Hsp70-индуцирующей терапии в нашей модели доклинической
стадии БП может быть ее корректирующее влияние на нарушение сна, которое
приводит к увеличению пропорции глубокого сна, во время которого повышается
скорость синтеза белков и работа глимфатической системы головного мозга [28].
Этот физиологический механизм обеспечивает интенсификацию восстановитель-
ных процессов в нервных клетках и очистку мозга от амилоидных белков, что про-
тиводействует начавшейся нейродегенерации и дисфункции нервных сетей, вовле-
ченных в регуляцию интегративных функций мозга. Кроме того, дополнительный
вклад в нейропротекцию вносят противовоспалительные свойства Hsp70, которые
связаны с его модулирующим влиянием на TLR-2 (Toll-like receptor type-2), воспали-
тельный сигналинг и систему белков транскрипционного фактора NF-κB [44, 45].

Таким образом, полученные данные демонстрирует, что проведение превентив-
ной фармакотерапии с помощью индуктора шаперонов U133 на модели доклини-
ческой стадии БП у пожилых животных оказывает действие, подобное антидепрес-
сантам, которое может быть опосредовано улучшением функционального состоя-
ния моноаминергических эмоциогенных структур головного мозга и ослаблением
нейровоспаления. Полученные данные являются фундаментальным обоснованием
для разработки новой молекулярной технологии превентивной терапии БП и анге-
донии различного генеза на основе индукторов шаперонов.
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The Chaperone Inducer U133 Eliminates Anhedonia and Prevents the Development
of Neurodegeneration in Monoaminergic Emotionogenic Structures of the Brain

in a Model of the Preclinical Stage of Parkinson’s Disease in Elderly Rats

I. V. Ekimovaa, *, M. B. Pazia, **, S. G. Polonikb, D. V. Belana, 
S. G. Polonikb, and Yu. F. Pastukhova

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, RAS, Saint Petersburg, Russia
b Elyakov Pacific Institute of Bioorganic Chemistry of Far East Branch, RAS, Vladivostok, Russia

*e-mail: irina-ekimova@mail.ru
**e-mail: pazi.mari@mail.ru

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder predominantly diagnosed in
elderly patients, which at present is considered incurable. To date there are no effective
neuroprotectors suitable for treatment of PD patients. We have previously demonstrated
that therapy with U133, which induces synthesis of heat shock proteins Hsp70 and
HSP40 in the brain, prevents the development of neurodegeneration in the nigrostriatal
system and eliminates sleep disorders in an animal model of PD. In this study, we evalu-
ated antidepressant properties of preventive therapy with U133, as well as its neuropro-
tective effect on monoaminergic emotionogenic structures of the brain in a model of
preclinical stage of PD in aged Wistar rats (20 months). The model was created by intra-
nasal administration of proteasome inhibitor lactacystin. The study showed that intra-
peritoneal administration of U133 in aged animals lead to a delayed (after 3-7 days) in-
crease in the level of Hsp70 (HSPA1) in the ventral tegmental area and the locus coeru-
leus. Preventive therapy with U133 eliminated signs of depression-like behavior in the
form of anhedonia, which emerges during preclinical stage of PD in aging rats. It was es-
tablished that the antidepressant-like effect of the U133 chaperone inducer is due to
ability of Hsp70 chaperone to attenuate the processes of neurodegeneration and neu-
roinflammation in the dopaminergic mesolimbic reward system and the noradrenergic
system of the locus coeruleus. The obtained data may be used as a fundamental basis for
the development of a new chaperone inducer-based molecular technology of preventive
therapy of PD and anhedonia of various origins.

Keywords: Parkinson’s disease, lactacystin, compound U133, anhedonia, neurodegener-
ation, neuroinflammation, ventral tegmental area, locus coeruleus, aging rats
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