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Болезнь Паркинсона (БП) – хроническое неуклонно прогрессирующее нейроде-
генеративное заболевание с преимущественным поражением дофамин (ДА-)ер-
гических нейронов нигростриатной системы головного мозга. БП чаще всего по-
ражает пожилых людей и относится к числу неизлечимых. Нарушение конфор-
мации белка α-синуклеина и его гиперфосфолирование, а также развитие
хронического нейровоспаления являются основными звеньями патогенеза ней-
родегенерации при БП. Фармакотерапия, направленная на мобилизацию стресс-
индуцируемого шаперона Hsp70, играющего решающую роль в контроле каче-
ства белковых молекул и обладающего иммуномодулирующей активностью,
представляется перспективной для разработки превентивной терапии БП. В на-
стоящем исследовании в модели доклинической стадии БП у крыс пожилого
возраста, созданной путем интраназального введения ингибитора протеасом
лактацистина, применена терапия, основанная на системном введении индукто-
ра шаперона Hsp70 – низкомолекулярного хиноидного соединения U133 (ацети-
лированного 2,3,7-трис-О-глюкозида эхинохрома). Показано, что соединение
U133 вызывает отставленное во времени повышение содержания Hsp70 в ком-
пактной части черной субстанции (кчЧС) у пожилых животных. Превентивная
Hsp70-индуцирующая терапия с U133 в модели доклинической стадии БП у крыс
пожилого возраста ослабляет процесс нейродегенерации в кчЧС и противодей-
ствует развитию нейровоспаления. При этом отмечается уменьшение количества
агрегированного α-синуклеина и регрессия посттрансляционно модифициро-
ванного фосфорилированного по Ser129 α-синуклеина. Полученные данные
свидетельствуют, что пролекарство, низкомолекулярный препарат U133, облада-
ет значимым терапевтическим потенциалом при развитии Паркинсон-подобной
патологии в пожилом возрасте. Результаты исследования имеют научно-практи-
ческую значимость для разработки инновационной технологии превентивной
фармакотерапии БП на основе отечественного препарата U133.
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Список сокращений: HSP70 – белки теплового шока массой 70 кДа; PBS – апирогенный фосфатный
буфер pH 7.4; БП – болезнь Паркинсона; ДА – дофамин; кчЧС – компактная часть черной субстан-
ции; ЛЦ – лактацистин; ТГ – тирозингидроксилаза.
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Болезнь Паркинсона (БП) – это мультисистемное хроническое неизлечимое
нейродегенеративное заболевание, которым страдают преимущественно пожилые
люди. БП занимает второе место в мире по частоте встречаемости, уступая лишь бо-
лезни Альцгеймера [1]. Основным патоморфологическим признаком БП является
прогрессирующая дегенерация дофамин (ДА)-ергических нейронов в компактной
части черной субстанции, сопряженная с формированием телец Леви, содержащих
в качестве одного из основных компонентов агрегированный α-синуклеин, и раз-
витием нейровоспаления [2]. Помимо нейронов кчЧС среднего мозга, при БП по-
ражаются вегетативные ядра ствола, голубое пятно, базальное ядро Мейнерта, обо-
нятельные луковицы, кора больших полушарий. В нейронах вышеперечисленных
структур также выявляются тельца Леви [3]. В настоящее время лечение БП носит
симптоматический характер и не способно повлиять на патогенез нейродегенера-
ции. Успех в лечении БП связывают с разработкой превентивной нейропротектив-
ной фармакотерапии, нацеленной на основные молекулярные мишени, определя-
ющие гибель нейронов при БП. В настоящее время не существует средств, доказа-
тельно замедляющих прогрессирование БП.

В качестве одного из основных молекулярных звеньев патогенеза нейродегенера-
ции при БП рассматривается нарушение конформации белка α-синуклеина, приво-
дящее к его агрегированию [4, 5]. В результате агрегации формируются токсичные
олигомеры или протофибриллы, которые затем превращаются в нерастворимые
фибриллы α-синуклеина [6]. Наличие аберрантных форм α-синуклеина в нейронах
кчЧС характерно как для наследственной, так и для спорадической формы БП [7].
Посттрансляционные модификации α-синуклеина (фосфорилирование, нитрирова-
ние и окисление) могут усиливать его способность к агрегации [5]. Большая часть
(около 90%) α-синуклеина, входящего в состав телец Леви, фосфорилирована в по-
ложении Ser129, это указывает на то, что такая посттрансляционная модификация
может быть связана с образованием и/или токсичностью агрегированных форм белка
[8]. Олигомерные формы α-синуклеина способны покидать нейроны и распростра-
няться между “здоровыми” нервными клетками по прион-подобному механизму;
проникая в нейроны, аберрантный α-синуклеин инициирует переход внутриклеточ-
ного растворимого мономерного α-синуклеина в агрегированную патологическую
форму [9]. Показано, что патологические формы α-синуклеина могут нарушать про-
цесс синтеза ДА и его загрузки в везикулы, повышая тем самым уровень цитозольно-
го ДА [7]. Помимо того, что цитозольный ДА увеличивает уровень внутриклеточного
окислительного стресса, он способен связываться с токсичными α-синуклеиновыми
протофибриллами и замедлять их превращение в нерастворимые, менее токсичные
фибриллы [10]. Кроме этого, агрегаты α-синуклеина способны увеличивать частоту
спонтанной спайковой активности ДА-ергических нейронов в кчЧС, истощая тем
самым запасы АТФ в клетке и повышая уровень активных форм кислорода [11]. Так-
же внеклеточные олигомеры α-синуклеина активируют систему микроглии через
Toll-like рецепторы на поверхности микроглиоцитов, что приводит к повышению
синтеза провоспалительных цитокинов и развитию хронического нейровоспаления,
которое способствует прогрессированию нейродегенерации [12–14].

Важнейшими молекулярными механизмами защиты нейронов от процесса агре-
гации белковых молекул являются механизмы, направленные на поддержание
протеостаза, в которых участвуют около 2000 факторов, однако ключевыми явля-
ются убиквитин-протеасомная система и система белков теплового шока HSP70.
Эти системы составляют основные функциональные модули протеостазной сети,
которые уравновешивают биосинтез белков, фолдинг и рефолдинг, транслокацию,
сборку, разборку и утилизацию белков; неисправности в этих системах могут при-
вести к развитию ряда нейродегенеративных заболеваний. Одним из прямых сви-
детельств, подтверждающих вовлечение молекулярных шаперонов в патогенез БП,
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явились результаты исследований тканей головного мозга (postmortem) у пациентов
с БП, которые указывают не только на присутствие шаперонов семейства HSP70 в
тельцах Леви [15], но и на их колокализацию с агрегатами α-синуклеина [16]. Кро-
ме того, показано низкое содержание некоторых шаперонов семейства HSP70 в
секционном материале кчЧС при БП, что отражает ослабление механизмов кон-
формационного контроля белков и клеточной защиты при развитии заболевания
[17]. Ряд данных, имеющихся в литературе, указывает, что увеличение содержания
стресс-индуцируемого белка Hsp70 в ДА-ергических нейронах кчЧС приводит к
повышению их выживаемости в моделях БП у животных [18, 19]. Поэтому в по-
следние 20 лет идет поиск препаратов, способных мобилизовать шаперонный ме-
ханизм Hsp70 в нейронах головного мозга. Особое внимание уделяется так называ-
емым химическим шаперонам, т.е. малым молекулам, хорошо проникающим через
гематоэнцефалический барьер и не обладающим побочными токсическими эф-
фектами. В этом отношении одним из перспективных индукторов Hsp70 является
активатор транскрипционного фактора белков теплового шока HSF1, нетоксичное
низкомолекулярное соединение трисацетилглюкозид эхинохрома U133 [20, 21].
Ранее нами показано, что препарат U133, вызывающий повышение уровней Hsp70
и HSP40 в кчЧС, значительно ослабляет процесс нейродегенерации в нигростриат-
ной системе в модели клинической стадии БП у крыс среднего возраста [22]. При
этом возрастание уровня Hsp70 сопряжено с уменьшением количества агрегатов
α-синуклеина и нейровоспаления в кчЧС. Однако спорадическая форма БП обыч-
но развивается в позднем возрасте [23], для которого характерна потеря функции
шаперонной и убиквитин-протеасомной систем [24]. У пожилых лиц отмечено
снижение уровня и активности транскрипционного фактора HSF1, скорости тран-
скрипции генов белка Hsp70 и синтеза шаперонов [24–26]. Оставалось неясным,
будет ли проявляться Hsp70-индуцирующий эффект соединения U133 в пожилом
возрасте и каковы перспективы применения препарата U133 для превентивной
нейропротективной терапии БП при старении. Задача настоящего исследования –
оценить нейропротективный эффект препарата U133 и его способность противодей-
ствовать развитию α-синуклеиновой патологии и хронического нейровоспаления у
крыс в пожилом возрасте в лактацистиновой модели доклинической стадии БП.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проводились на крысах-самцах линии Вистар пожилого возраста
(20–22 мес.), которых содержали в виварии при постоянной температуре окружаю-
щей среды 23 ± 1°C и свободном доступе к воде и пище. Манипуляции с животны-
ми осуществлялись в соответствии с принципами Базельской декларации и протоко-
лом, утвержденным этическим комитетом Института эволюционной физиологии и
биохимии им. И.М. Сеченова РАН, находящимся в соответствии с национальны-
ми и международными требованиями.

Для моделирования нейродегенеративной патологии нигростриатной системы,
характерной для БП, использовали специфический ингибитор ферментативной
активности протеасом лактацистин (ЛЦ, Enzo, США), который растворяли в апи-
рогенном фосфатном буфере (pH 7.4) и вводили в дозе 100 мкг/8 мкл в каждую
ноздрю крысы (n = 16) дважды с недельным интервалом; общая доза на одну крысу
составила 400 мкг. Методология интраназального введения ЛЦ описана нами ра-
нее [27]. Препарат U133 (5 мг/кг) растворяли в DMSO и вводили внутрибрюшинно
животным (n = 8) через 4 ч после каждого введения ЛЦ и через 7 дней после по-
следнего введения ЛЦ. Контрольной группе животных (n = 10) вводили эквива-
лентный объем растворителя ЛЦ и U133.
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Отечественный препарат U133 получен в лаборатории органического синтеза
природных соединений Тихоокеанского института 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 – и является
ацетилированным 2,3,7-трис-О-глюкозидом эхинохрома [28, 29]. Соединение
U133 относится к классу малых молекул (M = 1257 Да) и хорошо проникает через
гематоэнцефалический барьер. В микромолярных концентрациях U133 способен
вызывать активацию транскрипционного фактора теплового шока HSF1, что при-
водит к индукции синтеза белков теплового шока Hsp70 и HSP40 (Hsp40/Hdj1) [21,
22]. U133 не обладает токсическим свойством и проявляет разнообразную биологи-
ческую активность, в частности, антиоксидантную и антиканцерогенную [22, 30, 31].
Тестирование нейропротективного эффекта препарата U133 и его способности
противодействовать развитию α-синуклеиновой патологии и хронического нейро-
воспаления у крыс пожилого возраста в модели доклинической стадии БП ранее
никем не проводилось.

На 21-й день после первой микроинъекции ЛЦ крыс декапитировали, головной
мозг извлекали из черепной коробки и фиксировали в 4%-ном растворе парафор-
мальдегида при 4°С в течение 5 дней, промывали в PBS и переносили в 20%-ный
раствор сахарозы при 4°С для криопротекции. Спустя 3–5 дней мозг замораживали
в изопентане при температуре –45°С и хранили при –80°С. При помощи криостата
Leica (Германия) при –20°С приготавливали чередующиеся серии фронтальных
срезов головного мозга толщиной 10 мкм, содержащие кчЧС. Для проведения ана-
лиза Вестерн-блот после декапитации из головного мозга выделяли кчЧС, замора-
живали и хранили при –80°С.

Для сравнительного анализа содержания в кчЧС белка Hsp70 и различных форм
α-синуклеина (общей и фосфорилированной в положении Ser129) применяли ме-
тод Вестерн-блот. Предварительно образцы тканей головного мозга лизировали с
использованием High RIPA буфера и гомогенизировали металлической палочкой.
Белки разделяли с помощью электрофореза в полиакриламидном геле, затем пере-
носили на PVDF-мембрану Immobilon-P (Millipore Corporation, США). Для предот-
вращения неспецифического связывания антител мембрану инкубировали в PBS с до-
бавлением 0.1% Tween-20 и 3% бычьего сывороточного альбумина в течение 1 ч при
комнатной температуре. Иммуномечение проводили с использованием первичных
моноклональных антител мыши к индуцибельному Hsp70 (клон 3C5 [32], любезно
предоставлен г.н.с. лаборатории защитных механизмов клетки Института цитоло-
гии РАН Маргулисом Б.А.), поликлональных антител кролика к общей водорас-
творимой форме α-синуклеина (1 : 500; Abcam, Великобритания) или к α-синукле-
ину, фосфорилированному в положении Ser129 (1 : 700; Abcam, Великобритания).
В качестве лоадинг-контроля использовали GAPDH (моноклональные антитела
мыши, 1 : 1000; Abcam, Великобритания). Денситометрический анализ количества
белка осуществляли с помощью программы ImageJ. Уровень серого бэндов, имму-
нореактивных к Hsp70, общему α-синуклеину и α-синуклеину, фосфорилирован-
ному в положении Ser129, скорректирован по фоновому сигналу и нормирован на
сигнал GAPDH, выявляемый для определения общего количества белка в пробах.

Биотин-стрептавидиновый метод использовали для иммуномечения ДА-ергиче-
ских нейронов и микроглиоцитов в кчЧС. Срезы промывали в PBS, затем в тече-
ние 10 мин выполняли термическую демаскировку антигенов в цитратном буфере
(96–98°С; pH 6.0). Для гашения активности эндогенной пероксидазы срезы 20 мин
выдерживали в 0.3%-ном растворе пероксида водорода на метаноле. После трех-
кратной промывки в PBS срезы на 10 мин помещали в PBS с добавлением Triton Х-100
(Sigma, США) для повышения проницаемости плазматических мембран и затем
преинкубировали в блокирующем растворе (3%-ная сыворотка козы (Sigma, США)
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с 0.01% Triton X-100 на ФБ) в течение 1 ч при комнатной температуре, после чего
инкубировали в течение 24 ч при температуре 4°С с первичными поликлональны-
ми антителами кролика против тирозингидроксилазы (ТГ; 1 : 900; Abcam, Велико-
британия) или Iba1 (маркер микроглии; 1 : 500, Sigma, США), затем последовательно в
течение 1 ч во вторичных антителах против IgG кролика, конъюгированных с биоти-
ном (1 : 450; VectorLab, США), и в комплексе стрептавидин-пероксидаза (1 : 400;
VectorLab, США). После синхронной визуализации реакции с помощью 0.05%-но-
го раствора диаминобензидина срезы заключали под покровное стекло с помощью
среды BioMount (Италия) и хранили при комнатной температуре. Специфичность
иммуногистохимической реакции проверяли негативным контролем без первич-
ных или вторичных антител. Изображения кчЧС получали с помощью микроскопа
KarlZeiss (Германия) с встроенной видеокамерой и программного обеспечения для
захвата изображения. Подсчет количества иммунопозитивных к ТГ нейронов в
кчЧС и Iba1-иммунопозитивных микроглиоцитов проводили с помощью программы
PhotoM (Черниговский, http://t-lambda.chart.ru). По каждому животному анализи-
ровали 10–12 снимков кчЧС.

Методом двойного иммуномечения с применением антител против общей или
фосфорилированной в положении Ser129 форм α-синуклеина и ТГ изучена лока-
лизация различных форм α-синуклеина и наличие их агрегатов в ДА-ергических
нейронах кчЧС. После стандартной предварительной обработки, описанной вы-
ше, срезы инкубировали с поликлональными антителами кролика к общему α-си-
нуклеину (1 : 500; Abcam, Великобритания) или α-синуклеину, фосфорилирован-
ному в положении Ser129 (1 : 700; Abcam, Великобритания) в течение 24 ч при тем-
пературе 4°С, затем в течение 1 ч при комнатной температуре во вторичных
антителах козы против IgG кролика, конъюгированных с флуоресцентной меткой
CFTM488 (1 : 600; Sigma, США), после чего срезы промывали в PBS и инкубировали
с первичными моноклональными антителами мыши против ТГ (1 : 1000; Sigma,
США) в течение ночи при комнатной температуре, затем в течение 1 ч во вторич-
ных антителах козы против IgG мыши, конъюгированных с флуоресцентной мет-
кой CFTM568 (1 : 600; Sigma, США). Cрезы заключали под покровное стекло с по-
мощью среды Mowiol (Sigma, США) и хранили при температуре 4°С. Специфич-
ность всех иммуногистохимических реакций проверяли негативным контролем без
первичных или вторичных антител.

Флуоресцентную микроскопию проводили с помощью конфокального микро-
скопа DMI6000 и лазерной установки SP5 II (Leiсa Microsystems, Германия). Ис-
пользовали иммерсионный объектив ×63 и лазеры с длиной волны возбуждения
488 и 568 нм. Изображения анализировали с помощью пакета программ Leica LAS
AF. Подготовку к демонстрации проводили c помощью программы Photoshop CS5.

Анализ всех полученных данных осуществлялся с помощью программы Statistica 7.0.
Статистический анализ данных, полученных посредством Вестерн-блота или им-
муногистохимических исследований, выполняли с помощью параметрического
дисперсионного анализа ANOVA для несвязанных выборок. Полученные результа-
ты считались статистически значимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для решения задачи работы использована ранее разработанная в лаборатории
сравнительной термофизиологии Института эволюционной физиологии и биохи-
мии РАН модель доклинической стадии БП у крыс, созданная на основе угнетения
активности протеасом в головном мозге [27]. Данная модель характеризуется: а)
допороговым (30–35%) уровнем гибели ДА-ергических нейронов в кчЧС по срав-
нению с уровнем клинической стадии (60–70%); б) развитием нейродегенератив-
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ного процесса в экстранигральных структурах (обонятельные луковицы, вентраль-
ная тегментальная область, голубое пятно); в) наличием α-синуклеиновой патоло-
гии и хронического нейровоспаления в кчЧС и экстранигральных структурах; г)
нарушением сна, эмоционального поведения и когнитивных функций [33–37].

В предыдущих исследованиях мы показали, что введение препарата U133 кры-
сам среднего возраста приводит к значительному возрастанию уровня стресс-инду-
цируемого Hsp70 в кчЧС через 1 сутки с момента инъекции [22]. В данной работе ме-
тодом Вестерн-блота установлено, что после введения U133 пожилым крысам при-
рост Hsp70 в кчЧС составил 130% по сравнению с контролем. При этом повышение
уровня Hsp70 отмечалось только через 7 сут с момента введения U133; в 1-е сутки из-
менений в содержании Hsp70 не обнаружено (рис. 1). Отставленное во времени по-
вышение синтеза Hsp70 может быть связано с возрастным снижением уровня и ак-
тивности транскрипционного фактора белков теплового шока HSF1 и, как след-
ствие, уменьшением скорости экспрессии генов и синтеза белка Hsp70 в головном
мозге [38–40]. Показано, что базальный уровень HSF1, а также скорость тран-
скрипции генов белка Hsp70 при действии теплового шока значительно ниже в
старых Т-лимфоцитах человека по сравнению с молодыми [26].

Методом иммуногистохимии установлено, что интраназальное введение ЛЦ вы-
зывает у пожилых крыс уменьшение количества тел ТГ-позитивных нейронов в

Рис. 1. Содержание Hsp70 в компактной части черной субстанции у пожилых крыс в контроле (Control),
через 1 (Day 1) и 7 дней (Day 7) после однократного внутрибрюшинного введения U133 в дозе 5 мг/кг.
В верхней части рисунка представлены репрезентативные иммуноблоты компактной части черной суб-
станции (SNpc). На графике по вертикали – оптическая плотность Hsp70, % от контроля. Достовер-
ность различий в опыте относительно контроля * – p < 0.05.
Fig. 1. Hsp70 content in the substantia nigra pars compacta in elderly rats in the control condition, day 1 and day 7
after a single intraperitoneal administration of U133 at a dose of 5 mg/kg. The upper part of the figure shows rep-
resentative immunoblots of the substantia nigra pars compacta (SNpc). The significance of differences relative to
control * – p < 0.05.
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Рис. 2. Изменение количества дофаминергических нейронов и микроглиоцитов в компактной части
черной субстанции у пожилых крыс в модели болезни Паркинсона при терапии с U133. Световая мик-
роскопия: ТГ-иммунореактивные нейроны в компактной части черной субстанции (верхний ряд, TH;
масштаб 50 мкм); Iba1-иммунореактивные микроглиоциты в компактной части черной субстанции
(нижний ряд, Iba1; масштаб 20 мкм). На графике по вертикали – количество клеток. Control – введение
контрольного раствора, LC – модель болезни Паркинсона, LC + U133 – терапия с U133 в модели болез-
ни Паркинсона. Достоверность различий в опыте относительно: контроля * – p < 0.05; LC + U133 по
сравнению с действием LC # – p < 0.05.
Fig. 2. The change in the number of dopaminergic neurons and microgliocytes in the substantia nigra pars com-
pacta in elderly rats in the Parkinson’s disease model after the therapy with U133. Microphotographs: tyrosine
hydroxylase-immunoreactive neurons in the substantia nigra pars compacta (upper panel, TH; scale 50 μm);
Iba1-immunoreactive microgliocytes in substantia nigra pars compacta (bottom panel, Iba1; scale 20 μm). Con-
trol – the administration of a control solution, LC – the model of Parkinson’s disease, LC + U133 – therapy with
U133 in the model of Parkinson’s disease. The significance of differences relative to: control * – p < 0.05; LC +
+ U133 compared with the LC # – p < 0.05.
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кчЧС на 27% (p < 0.05) по сравнению с контролем, что сопряжено с развитием хро-
нического нейровоспаления, о чем свидетельствует возрастание количества акти-
вированных микроглиоцитов в кчЧС (рис. 2). Проведенная терапия с помощью
U133 привела к ослаблению процесса нейродегенерации в кчЧС, на что указывает
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Рис. 3. Влияние терапии с индуктором белков теплового шока U133 на развитие α-синуклеиновой пато-
логии в компактной части черной субстанции (кчЧС) в модели болезни Паркинсона у крыс пожилого
возраста. Немодифицированная общая форма растворимого α-синуклеина (α-syn); пострансляционно
модифицированная форма α-синуклеина, фосфорилированного по Ser129 (α-syn (Ser129)). Control –
введение контрольного раствора, LC – модель болезни Паркинсона, LC + U133 – терапия с U133 в мо-
дели болезни Паркинсона. Конфокальные микрофотографии препаратов кчЧС: (A)–(C). Двойное им-
муномечение с применением антител против тирозингидроксилазы (TH) и α-syn; масштаб 10 мкм.
Стрелками показаны агрегаты α-синуклеина. (D)–(F). Двойное иммуномечение с применением анти-
тел против тирозингидроксилазы (TH) и α-syn (Ser129); масштаб 10 мкм. Стрелками показаны агрегаты
α-синуклеина, фосфорилированного в положении Ser129.
Fig. 3. The effect of therapy with heat shock proteins inducer U133 on the development of α-synuclein pathology
in the substantia nigra pars compacta (SNpc) in the Parkinson’s disease model in elderly rats. Unmodified form
of soluble α-synuclein (α-syn); post-translationally modified form of α-synuclein phosphorylated at Ser129
(αрsyn (Ser129)). Control – the administration of a control solution, LC – the model of Parkinson’s disease,
LC + U133 – therapy with U133 in the model of Parkinson’s disease. Confocal microphotographs of SNpc: (A)–(C).
Double immunolabeling using antibodies against tyrosine hydroxylase (TH) and α-syn; scale 10 μm. Arrows in-
dicate α-synuclein aggregates. (D)–(F). Double immunolabeling with antibodies against TH and α-syn (Ser129);
scale 10 μm. Arrows indicate aggregates of α-synuclein phosphorylated at Ser129.

увеличение на 16% (p < 0.05) количества выживших ДА-ергических нейронов
(уменьшение в 2.4 раза уровня нейродегенерации), и препятствовала возрастанию
количества активированных микроглиоцитов в кчЧС (рис. 2). Следовательно, трис-
ацетилглюкозид эхинохрома U133 уменьшает воспаление в кчЧС, ведущее к гибе-
ли нейронов и прогрессии БП. В предыдущих исследованиях мы эксперименталь-
но доказали, что повышение уровня стресс-индуцируемого шаперона Hsp70 лежит
в основе защитного действия соединения U133: нокдаун Hsp70 c помощью специ-
фической shRNA в С6 клетках глиомы устранял нейропротективный эффект U133
от токсичности, вызванной ЛЦ [22]. С другой стороны, интраназальная доставка в
мозг рекомбинантного Hsp70 препятствовала прогрессии нейродегенерации в ниг-
ростриатной системе в модели БП у крыс среднего возраста [18]. Противовоспали-
тельный эффект шаперона Hsp70 может быть связан с его негативным влиянием на
экспрессию транскрипционного фактора STAT3, активирующего транскрипцию
провоспалительных цитокинов, и ингибированием JNK- и NF-κB-опосредован-
ного сигналлинга [41, 42]. Помимо этого, Hsp70 способен модулировать актив-
ность макрофагов, связываясь с Тoll-like рецепторами на их поверхности, и влиять
на синтез и секрецию провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6 и TNF-α [43, 44].
Противовоспалительный потенциал Hsp70 продемонстрирован и другими авторами
при системном введении Hsp70 в 6-гидроксидофаминовой модели БП у мышей [45].

Поскольку в основе патогенеза нейродегенерации при БП лежит накопление в
ДА-ергических нейронах кчЧС агрегированных и модифицированных форм α-си-
нуклеина, мы провели морфологическое и биохимическое исследование, приме-
нив антитела против общего водорастворимого и фосфорилированного по Ser129
α-синуклеина, чтобы выяснить эффективность Hsp70-индуцирующей терапии на
α-синуклеиновую патологию. С помощью конфокальной микроскопии установле-
но, что в контрольных условиях α-синуклеин распределен диффузно в цитоплазме
нейронов кчЧС и не обнаруживается в ядре (рис. 3A). В модели доклинической ста-
дии БП у пожилых крыс на результирующем изображении кчЧС прослеживается на-
копление α-синуклеина в виде крупных агрегатов белка в цитоплазме и в ядрах
ДА-ергических нейронов (рис. 3B). При этом, агрегаты α-синуклеина у пожилых
животных были более крупного размера по сравнению с агрегатами у крыс среднего
возраста в модели БП [46]. Эти факты могут свидетельствовать об усилении про-
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цесса агрегации белка α-синуклеина по мере старения вследствие ослабления ра-
боты протеасом в кчЧС. У пожилых пациентов с БП postmortem в нейронах кчЧС
также обнаружены крупные агрегаты α-синуклеина подобной морфологии, лока-
лизованные как в цитоплазме, так и в ядре ДА-ергических нейронов [47, 48]. При-
менение Hsp70-индуцирующей терапии с U133 привело к значительному сокраще-
нию количества крупных агрегатов α-синуклеина в ДА-ергических нейронах
кчЧС, судя по анализу изображения на конфокальных микрофотографиях (рис. 3C).
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Это может указывать на дезагрегационную активность Hsp70. Сходные результаты
при морфологическом анализе кчЧС были получены нами ранее при лечении крыс
среднего возраста с помощью U133 в модели клинической стадии БП [22]. Также
эти данные были подтверждены методом ловушки на фильтре (Filter Trap Assay), с
помощью которого показано, что терапия с U133 сопровождалась двукратным сни-
жением оптической плотности иммунореактивного вещества к α-синуклеину в не-
растворимом осадке проб кчЧС крыс в модели БП [22]. Следует отметить, что сниже-
ние агрегации α-синуклеина и связанной с ним токсичности продемонстрировал и
другой перспективный индуктор шаперонов, препарат FLZ, в модели α-синуклеи-
новой патологии у мышей [49].

Одной из основных патологических модификаций α-синуклеина является его
фосфорилирование по Ser129, которое может влиять на растворимость этого белка
и способствовать его патогенной агрегации [5, 50]. Поэтому важным представля-
лось исследовать влияние U133 на содержание фосфорилированного α-синуклеи-
на (Ser129) в кчЧС при моделировании БП у пожилых крыс. Проведенный морфо-
логический анализ показал, что в контрольных условиях α-синуклеин (Ser129) пред-
ставлен скудно в ДА-ергических нейронах кчЧС, в то время как в модели
доклинической стадии БП отмечается его накопление и агрегирование в телах ДА-ер-
гических нейронов кчЧС (рис. 3D, E). Судя по результирующему изображению, тера-
пия с U133 препятствовала избыточному образованию модифицированной фор-
мы α-синуклеина и ее агрегированию в модели БП у пожилых животных (рис. 3F).

Результаты морфологического анализа были подтверждены Вестерн-блоттин-
гом. Показано, что у крыс пожилого возраста в модели БП содержание общей во-
дорастворимой формы α-синуклеина возрастает в 1.4 раза (p < 0.01) в кчЧС по
сравнению с контролем, что является следствием ослабления работы протеасом.
Накопление α-синуклеина в телах ДА-ергических нейронов кчЧС сопряжено с
возрастанием в 2.9 раза (p < 0.01) уровня фосфорилированного α-синуклеина
(Ser129) по сравнению с контролем (рис. 4). Курсовое введение индуктора шаперо-
нов U133 модельным животным приводило к приросту уровня водорастворимого
α-синуклеина в кчЧС, что может указывать на уменьшение агрегированных водо-
нерастворимых форм α-синуклеина. При этом содержание фосфорилированного
α-синуклеина (Ser129) снижалось до контрольных значений в кчЧС (рис. 4). Мож-
но полагать, что повышение выживаемости ДА-ергических нейронов в кчЧС при
применении Hsp70-индуцирующей терапии связано со способностью шаперона
стабилизировать основное состояние молекулы α-синуклеина, что препятствует его
химической модификации, которая усиливает агрегационную способность α-си-
нуклеина и его токсичность. Экспериментально доказано, что накопление фосфо-
рилированного α-синуклеина (Ser129) токсично для клетки и сопряжено с усиле-
нием нейродегенеративного процесса в нигростриатной системе при моделировании у
крыс наследственной формы БП [51]. Уменьшению содержания растворимых
форм α-синуклеина может способствовать глубокий медленный сон, во время ко-
торого создаются условия для клиренса амилоидогенных белков посредством
глимфатической системы [52]. Установлено, что при проведении терапии с U133 в
модели доклинической стадии БП глубокий медленный сон значимо возрастает у
пожилых крыс [37]. Однако вследствие того, что созданная нами модель БП осно-
вана на ингибировании работы протеасом, повышенный уровень водораствори-
мой неагрегированной формы α-синуклеина в кчЧС сохраняется. Это указывает
на то, что для полноценной терапии α-синуклеиновой патологии при БП нужен
комплексный подход, нацеленный как на молекулярные механизмы, противодейству-
ющие образованию конформационно дефектных белков (активация шаперонной си-
стемы белков теплового шока), так и на механизмы их утилизации (использование
активаторов протеасом и шаперон-опосредованной аутофагии). В совокупности
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данные морфологического и биохимического анализа указывают на то, что Hsp70-ин-
дуцирующая терапия с помощью низкомолекулярного препарата U133 в пожилом
возрасте способствует уменьшению количества агрегатов α-синуклеина и препят-
ствует посттрансляционной модификации α-синуклеина в фосфорилированную
форму в нейронах кчЧС в модели доклинической стадии БП.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, проведенное исследование демонстрирует, что фармакологиче-
ская активация транскрипционного фактора HSF1 в стареющем мозге с помощью
трисацетилглюкозида эхинохрома U133 способна вызвать Hsp70-индуцирующий
ответ в кчЧС, являющейся наиболее значимой структурой головного мозга при
БП. Проведение Hsp70-индуцирующей терапии в модели доклинической стадии

Рис. 4. Содержание общего α-синуклеина (α-syn) и его фосфорилированной по Ser129 фракции (α-syn
(Ser129)) в компактной части черной субстанции у крыс в модели болезни Паркинсона при терапии с
U133. В верхней части рисунка представлены репрезентативные иммуноблоты компактной части чер-
ной субстанции. На графике по вертикали – оптическая плотность, у.е. Control – введение контрольно-
го раствора, LC – модель болезни Паркинсона, LC + U133 – терапия с U133 в модели болезни Паркин-
сона. Достоверность различий в опыте относительно: контроля * – p < 0.05, ** – p < 0.01; LC + U133 по
сравнению с действием LC # – p < 0.05.
Fig. 4. The content of total α-synuclein (α-syn) and its Ser129-phosphorylated fraction (α-syn (Ser129)) in the
substantia nigra pars compacta of rats in the Parkinson’s disease model after the therapy with U133. The upper
panel of the figure shows representative immunoblots of the substantia nigra pars compacta. Control – the ad-
ministration of a control solution, LC – the model of Parkinson’s disease, LC + U133 - therapy with U133 in the mod-
el of Parkinson’s disease. The significance of differences relative to: control * – p < 0.05, ** – p < 0.01; LC + U133
compared with the LC # – p < 0.05.
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БП у пожилых крыс приводит к уменьшению прогрессирования нейродегенерации
в нигростриатной системе, сопряженной с ослаблением признаков нейровоспале-
ния и α-синуклеиновой патологии. В совокупности полученные факты свидетель-
ствуют, что пролекарство – низкомолекулярный препарат U133 – обладает значи-
тельным терапевтическим потенциалом при Паркинсон-подобной патологии. Ре-
зультаты исследования имеют научно-практическую значимость для разработки
инновационной технологии превентивной фармакотерапии БП на основе отече-
ственного препарата U133 у людей как среднего, так и пожилого возраста.
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Efficiency of Preventive Therapy with Chaperon Inducer U133 in the Model
of Preclinical Stage of Parkinson’s Disease in Elderly Rats

D. V. Belana, *, S. G. Polonikb, and I. V. Ekimovaa

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry RAS, Saint Petersburg, Russia
bElyakov Pacific Institute of Bioorganic Chemistry RAS, Vladivostok, Russia

*e-mail: daf205@yandex.ru

Parkinson’s disease (PD) is a chronic steadily progressing neurodegenerative disease
with a predominant lesion of nigrostriatal dopamine (DA-)ergic brain neurons. PD is an
incurable disorder, which mostly affects the elderly. Misfolding and hyperphosphoryla-
tion of the α-synuclein protein, as well as the development of chronic neuroinflamma-
tion, are the main links in the pathogenesis of neurodegeneration in PD. Pharmacother-
apy aimed at mobilizing the stress-inducible chaperone Hsp70, which plays a key role in
protein quality control and possess immunomodulating activity, seems to be promising
for the development of preventive therapy for PD. In the present study, we used a model
of the preclinical stage of PD in elderly rats created by intranasal administration of a pro-
teasome inhibitor lactacystin. A therapy based on the systemic administration of the
chaperone inducer Hsp70, a low molecular weight quinoid compound U133 (acetylated
2,3,7-tris-O-glucoside echinochrome), was applied in the model of PD. We showed that
the compound U133 causes a delayed increase in the Hsp70 content in the substantia
nigra pars compacta (SNpc) in elderly animals. Preventive Hsp70-inducing therapy with
U133 in the model of preclinical stage of PD in elderly rats weakened the process of neu-
rodegeneration in SNpc and counteracted the development of neuroinflammation. At the
same time, there was a decrease in the amount of aggregated α-synuclein and regression of
post-translationally modified α-synuclein, phosphorylated at Ser129. The data obtained
indicate that the prodrug, the small molecule, derivative of echinochrome U133 has signif-
icant therapeutic potential in the Parkinson-like pathology in elderly age. The results of the
study are of scientific and practical importance for the development of innovative technol-
ogy for preventive PD pharmacotherapy based on the domestic drug U133.

Keywords: Parkinson’s disease, neuroinflammation, α-synuclein aggregate, phosphory-
lated α-synuclein, quinoid compound U133, substantia nigra, elderly rat
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