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Резюме
Введение. Повышение выживаемости нейронов перинекротической зоны головного мозга является одной из 
многообещающих стратегий в комплексном лечении ишемического инсульта.
Цель. Изучение некоторых молекулярных механизмов повышения выживаемости популяции ГАМКергических нейронов 
головного мозга под действием 3-ЕА в ишемиеподобных условиях.
Материалы и методы. Изучено нейроцитопротекторное действие соединения гидроксипиридина 3-ЕА в сравнении 
с нимодипином. Провели серии экспериментов на живой 7–9-дневной нейроглиальной культуре гиппокампа крыс, 
содержащей ГАМКергические нейроны, экспрессирующие кальцийсвязывающие белки кальбиндин и парвальбумин, 
в ишемиеподобных условиях. Выживаемость нейронов определяли в цитохимической реакции с пропидия иодидом, 
кальциевую сигнализацию изучили с помощью фиксации флюоресцентного сигнала клеток, загруженных зондом Fura-2. 
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Результаты и обсуждение. 3-ЕА в концентрации 1 мМ на 25 % (р = 0,001) повышает выживаемость популяции 
ГАМКергических нейронов головного мозга крысы, экспрессирующих кальцийсвязывающие белки, и не уступает по 
этому параметру препарату сравнения нимодипину. Присутствие в среде культивирования 3-ЕА приводит к подавлению в  
среднем в 2,5 раза внутриклеточной концентрации кальция в клетках к 40-й минуте формирования ишемиеподобной среды. 
Заключение. Соединение 3-гидроксипиридина 3-ЕА проявляет свойства нейроцитопротектора и сохраняет популяцию 
ГАМКергических нейронов, содержащих кальбиндин и парвальбумин, за счет подавления глутаматергической 
эксайтотоксичности и поступления кальция в цитозоль клеток. Вещество может рассматриваться как потенциальный 
кандидат в лекарственное средство. 

Ключевые слова: ГАМКергические нейроны, кальцийсвязывающие белки, флюоресценция, соединение гидроксипиридина, 
[Ca2+]
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Abstract
Introduction. Increasing the survival of neurons in the perinecrotic zone of the brain is a promising strategy in the  
comprehensive treatment of ischemic stroke.
Aim. To study some molecular mechanisms of hydroxypyridine derivative 3-EA to increase survival of cerebral GABAergic  
neurons under ischemia-like conditions.
Materials and methods. The cell-protective property of the novel hydroxypyridine compound 3-EA was compared with that  
of nimodipine. A series of experiments were conducted on 7–9 DIV rat hippocampal neuroglial cell culture containing  
GABAergic neurons expressing the calcium-binding proteins calbindin and parvalbumin under ischemia-like conditions.  
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Neuron survival was determined using a cytochemical reaction with propidium iodide, and calcium signaling was studied  
by assessment of fluorescence signal emitted by cells loaded with Fura-2.
Results and discussion. 1 mM 3-EA increased the survival rate of rat brain GABAergic neurons expressing calcium-binding  
proteins by 25 % (p = 0.001), and was comparable to the reference drug nimodipine. The compound induced an average  
2.5-fold suppression of intracellular calcium concentrations by 40 minutes after the ischemia-like environment onset.
Conclusion. The 3-hydroxypyridine compound 3-EA exhibited cell-protective properties and preserved the population of 
GABAergic neurons containing calbindin and parvalbumin by suppressing glutamatergic excitotoxicity and calcium influx  
into the cell cytosol. This compound may be considered a potential drug candidate. 

Keywords: GABAergic neurons, calcium-binding proteins, fluorescence, hydroxypyridine compound, [Ca2+]
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ВВЕДЕНИЕ 

Ишемический инсульт сохраняет высокую меди-
ко-социальную значимость во всем мире ввиду ста-
бильно высоких инвалидизации и смертности  [1, 2]. 
Параллельно с интервенционными методами лече- 
ния заболевания продолжается поиск фармакологи-
ческих путей управления выживаемостью популяций 
нейронов и клеток глии, локализованных в перине-
кротической зоне и представляющих собой клеточ-
ный пул с высоким уровнем функциональной ком- 
пенсации утрачиваемых в результате ишемической 
атаки функций [3, 4].

В исследованиях, проведенных в нашей стране и  
за рубежом, было показано, что высоким нейроци- 
топротекторным потенциалом обладают соединения 
гидроксипиридинов с остатками амино- и карбоно- 
вых кислот [5]. Их влияние на выживаемость нерв- 
ных клеток в условиях острой ишемии опосредуется 
снижением активности свободнорадикальных реак-
ций и асептического воспаления. Одним из предста- 
вителей группы является соединение гидроксипи-
ридина с остатком аскорбиновой кислоты 3-ЕА, по-
казавшее в эксперименте на животных с фокальной 
острой ишемией / реперфузией средней мозговой  
артерии высокую активность по ограничению объ- 
ема повреждения головного мозга и сохранению жиз- 
неспособности клеточной популяции нейронов  [6].  
В то же время молекулярные механизмы установлен-
ных эффектов до настоящего времени не изучены.

Целью настоящего исследования явилось изу- 
чение некоторых молекулярных механизмов повыше-
ния выживаемости популяции ГАМКергических ней-
ронов головного мозга под действием 3-ЕА в усло- 
виях моделирования глюкозо-кислородного дефицита.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе исследовано оригинальное отечествен-
ное соединение 3-ЕА, химическое наименование  – 
L-гулонат 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния-гам-
малактон-2,3-дегидро, в виде мелкокристаллического 
порошка с чистотой более 98 %, белого цвета с кре- 
мовым оттенком, без запаха, синтезированное и лю-
безно предоставленное для исследования учеными  
АО  «ВНЦ БАВ» (Россия). Химическая структура ве- 
щества представлена на рисунке 1. Фармакологиче-
ские эффекты соединения 3-ЕА сравнивали с селек- 
тивным блокатором кальциевых каналов нимодипи-
ном. Препарат сравнения использовали в форме ком-
мерческой субстанции с заявленной чистотой произ- 
водителя выше 98,9 % (Merck KGaA, Швейцария).

Исследования выполняли в смешанной 7–9-днев-
ной нейроглиальной живой культуре гиппокампа 
крыс линии Sprague-Dawley, полученных в SPF-пи-
томнике  – филиале ИБОХ РАН (г. Пущино). Приготов-
ление культуры клеток проводили последовательны-
ми измельчением, трипсинизацией и трехминутным  
центрифугированием при 1000 об/мин, как было опи-
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сано ранее [7]. Стимуляцию клеток осуществляли 
добавлением в среду N-метил-D-аспартата (NMDA,  
Merck KGaA, Швейцария) в концентрации 10  мкМ/мл. 
Определение кальциевой флюоресценции клеток,  
нагруженных эфиром Fura-2 AM, осуществляли при 
температуре 28  °C на оригинальной установке, вклю- 
чающей инвертированный микроскоп модели Axio- 
vert 200M (Carl Zeiss AG, Германия), при этом фикса- 
цию изображений выполняли с временным интерва-
лом 1  кадр в 3  с. Графический дизайн и изображения 
генерировали в среде Origin 8.5. Каждое измерение 
выполняли в трех повторениях. Исследуемое соеди- 
нение и препарат сравнения добавляли в среду куль- 
тивирования после исходной записи флюоресценции  
в концентрации 1 мМ.

Для идентификации ГАМК-трансмиттерных ней-
ронов использовали иммуноцитохимическое окра-
шивание на ГАМК с помощью антител к трансглута- 
миназе GAD65/67 (Santa Cruz Biotechnology Inc.,  
США). Определение внутриклеточной экспрессии 
кальцийсвязывающих белков – парвальбумина (PV) 
и кальбиндина (СВ)  – проводили сразу же после из-
мерения кальциевой флюоресценции, использовали  
первичные антитела к кальбиндину Mouse Anti-Cal- 
bindin производства Abcam (Великобритания) и к 
парвальбумину Mouse Anti-Parvalbumin производст- 
ва Merck (Швейцария).

Ишемиеподобные условия (OGD – oxygen-gluco- 
se deprivation) формировали путем замещения в сре- 
де культивирования глюкозы на сахарозу в эквимо-
лярной концентрации, а кислорода на аргон на про-
тяжении 40 мин. Число жизнеспособных и погибших 
клеток определяли окрашиванием культуры иоди- 
дом пропидия PI (Merck KGaA, Швейцария) в кон- 
центрации 1 мкг/мл.

Количественные результаты в группах представ-
лены в виде средней и среднеквадратичного откло-
нения. Межгрупповое сравнение проводили при по- 
мощи метода ANOVA с последующим использова- 
нием параметрического критерия Даннета при уров- 
не вероятности достоверности более 95 %.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Формирование транзиторного глюкозо-кислород-
ного дефицитного состояния в течение 40 мин при- 
водит к гибели ГАМКергических нейронов, содер-
жащих кальцийсвязывающие белки парвальбумин и 
кальбиндин (рисунок  2), при этом как исследуемое  
соединение 3-ЕА, так и препарат сравнения нимо-
дипин, введенные в среду культивирования парал-
лельно с формированием OGD в концентрации 1  мМ,  
сдерживали гибель клеточной популяции (рисунок 3).

Рисунок 1. Структурная формула 2-этил-6-метил-3- 
гидроксипиридиния-гаммалактон-2,3-дегидро-L-гуло-
ната (лабораторный шифр 3-ЕА)

Figure 1. Chemical structure of 2-ethyl-6-methyl-3-hyd- 
roxypyridinium-gamma-lactone-2,3-dihydro-L-gulonat 
(laboratory name 3-EA)

Рисунок 2. Культура ГАМК-трансмиттерных нейронов гиппокампа крысы: экспрессия парвальбумина (А, Б), каль- 
биндина (В, Г). 

А, В – исходное состояние культуры клеток; Б, Г – спустя 40 мин после начала OGD

Figure 2. GABAergic rat hippocampal neurons: expression of parvalbumin (A, B) and calbindin (C, D). 

A, C – initial state of the cell cultures; B, D – the cultures 40 min after OGD onset
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Гибель ГАМКергических нейронов была обуслов-
лена лавинообразным поступлением кальция в ци-
тозоль клеток в ответ на их глутаматергическую сти-
муляцию (рисунок  4), причем, как хорошо видно на 
рисунке, этот эффект носил двухфазный характер: 
краткосрочная стимуляция клеток NMDA в начале  
формирования глюкозо-кислородного дефицита вы-
зывала среднеамплитудный кальциевый ответ и быст- 
ро компенсировалась с возвращением внутрикле-

точной концентрации ионов кальция к исходным 
значениям. Повторная стимуляция клеток спустя 
15  мин после начала OGD приводила к лавинообраз-
ному поступлению кальция в цитозоль с формиро-
ванием эффекта необратимой глутаматергической 
эксайтотоксичности.

Добавление в среду культивирования исследуе-
мого соединения 3-ЕА сопровождалось снижением 
амплитуды кальциевой сигнализации целевой попу-

Рисунок 3. Доля выживших ГАМК-трансмитерных нейронов через 40 мин после начала OGD под действием 1 мМ 
3-ЕА и нимодипина: *р < 0,05 при сравнении с контролем (ANOVA, критерий Даннета)

Figure 3. Impact of 1 mM 3-EA or nimodipine on GABAergic neuron survival after 40 min of OGD: *р < 0.05 in compari- 
son with control (ANOVA, Dunnett’s post-hoc test)

Рисунок 4. Кальциевый ответ всех клеток культуры (А), ГАМК-ергических нейронов, экспрессирующих парваль- 
бумин (GABA + PV) (Б), экспрессирующих кальбиндин (GABA + СВ) (В): запись осуществлена исходно, на фоне сти- 
муляции NMDA в безмагниевой среде и через 40 мин после индукции OGD

Figure 4. Ca2+-reply of all cells in culture (A), of GABAergic parvalbumin-expressing neurons (B), and of GABAergic 
calbindin-expressing neurons (C): initial state, after 10 μM NMDA in magnesium-free medium, and after 40 min of OGD
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ляции нейронов, сопоставимым с препаратом срав-
нения нимодипином (рисунок  5). Видно, что внутри-
клеточная концентрация ионизированного кальция 
в цитозоле ГАМКергических нейронов, экспрессиру-
ющих кальцийсвязывающие белки, нарастает, однако  
уровень сигнала не более чем в 1,5–2  раза превы- 
шает по амплитуде пик первой фазы стимуляции. Про-
должающаяся эскалация [Ca2+]

i
 в цитозоле обуслов-

лена углублением ишемических явлений в культуре  
к концу эксперимента.

В результате моделирования глюкозо-кислород-
ного дефицита в культуре ГАМКергических нейро-
нов гиппокампа крысы, воспроизводящего механизм 
клеточного повреждения при ишемическом инсульте,  
мы показали, что в естественных условиях нейроны 
способны эффективно поддерживать кальциевый го- 
меостаз в ответ на глутаматергическую стимуляцию  
и теряют эту способность на фоне нутриентной де- 
привации. Это соответствует литературным данным  
о роли кальцийсвязывающих белков в предотвра- 
щении чрезмерного нарастания концентрации цито-
зольного кальция в естественных условиях [8, 9]. 

Исследованное производное гидроксипиридина  
с остатком аскорбиновой кислоты 3-ЕА показало со- 
поставимые с препаратом сравнения результаты как  
по сохранению жизнеспособности клеточной популя- 
ции, так и по ингибированию кальциевой флюорес-
ценции. Возможным объяснением полученных эф-
фектов может быть описанная ранее способность ге-
тероциклических соединений пиридиновой группы 

повышать экспрессию генов кальцийсвязывающих 
белков на фоне повышения активности свободнора-
дикальных реакций, сопровождающих острую ише-
мию головного мозга  [10, 11]. Косвенным подтверж- 
дением этой гипотезы может быть и то, что исследу-
емое нами вещество сдерживает гидроперекисные 
процессы в клетках ЦНС [12].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Соединение 3-гидроксипиридина 3-ЕА проявляет  
свойства нейроцитопротектора и сохраняет популя-
цию ГАМКергических нейронов, содержащих каль-
биндин и парвальбумин, за счет подавления глутама- 
тергической эксайтотоксичности и поступления каль-
ция в цитозоль клеток. Вещество может рассматри-
ваться как потенциальный кандидат в лекарственное 
средство.
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