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В работе исследован механизм защитного действия агонистов α2-адренергических рецепторов в мо-
дели ишемии-реоксигенации in vitro (OGD). C помощью методов флуоресцентной микроскопии,
иммуноцитохимии, ингибиторного анализа и ПЦР показано, что OGD вызывает двухфазное повы-
шение [Ca2+]i во всех клетках: Са2+ импульс в астроцитах и возбуждение нейронов сменяются более
медленным глобальным повышением [Ca2+]i в клетках. Во время 40-минутного OGD происходит
накопление провоспалительных факторов (цитокина IL-1b и TNFα). Реоксигенация сопровожда-
ется симптомами гипервозбуждения нейронов, дополнительной гибелью клеток и активацией кас-
пазы-3. 24-часовая обработка клеточных культур гиппокампа агонистами α2-адренергических рецепто-
ров гуанфацином и UK-14,304 ингибирует глобальное повышение [Ca2+]i в астроцитах и нейронах, но
не ингибирует первую фазу OGD-индуцированного Са2+-импульса в астроцитах, уменьшает число по-
гибающих клеток. Гуанфацин подавляет апоптоз и активацию каспазы-3, усиливает экспрессию антиа-
поптотических генов Stat3 и Bcl-2 и снижает экспрессию проапоптотических Socs-3, p53, fas и Ikk.
Добавление гуанфацина активирует астроциты и вызывает импульсное увеличение концентрации
ионов Са2+ в цитозоле и Са2+-зависимую секрецию ATP, что приводит к подавлению гипервозбуждения
нейронов. Таким образом, механизм защитного действия агонистов α2-адренергических рецепторов во
многом определяется активацией астроцитов и Са2+-зависимой секрецией ATP.
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ВВЕДЕНИЕ
При инсульте происходит повреждение и ги-

бель нейронов вследствие быстрой секреции воз-
буждающих аминокислот, в первую очередь глута-
мата, и его накопления во внеклеточном простран-
стве, нарушения трансмембранных градиентов и
связанного с этим ацидоза [1]. Эксайтотоксические
концентрации глутамата вызывают увеличение
концентрации ионов Са2+ в цитозоле нейронов
[2], приводящее к усилению продукции свобод-
ных радикалов, активации липидных пероксидаз,
протеаз, фосфолипаз, развитию окислительного
стресса и накоплению свободных жирных кислот
в цитозоле [3, 4]. Все эти процессы приводят к де-

струкции мембранных структур клетки и ее гибе-
ли. Деполяризация нейронов и вход Са2+ в цитозоль
через потенциал-зависимые Са2+-каналы ведет к
высвобождению и других нейротрансмиттеров, в
частности норадреналина. Имеются данные, что
наблюдаемый при ишемии выброс норадренали-
на может способствовать постишемическому по-
вреждению мозга [5, 6]. Однако норадреналин,
активируя α2-адренергические рецепторы, может
играть защитную роль при ишемии через ингиби-
рование аденилатциклазы и подавление секреции
возбуждающих нейромедиаторов нейронами [7].

Адренергические рецепторы широко пред-
ставлены в тканях млекопитающих и относятся к
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рецепторам, сопряженным с G-белками. Они под-
разделяются на несколько типов – α1, α2, β1, β2, β3,
отличающихся аффинностью к агонистам и пред-
ставленных несколькими подтипами. Наиболь-
ший интерес представляют α2-адренорецепторы,
экспрессирующиеся в астроцитах, глутаматерги-
ческих и ГАМКергических нейронах, которые от-
вечают увеличением [Ca2+]i на аппликацию се-
лективного агониста – гуанфацина [8–10]. Одна-
ко в экспериментах, выполненных на культуре
гиппокампа крысы, агонисты α2-адренорецепто-
ров в концентрациях, оказывающих нейропро-
текторное действие, увеличивали [Ca2+]i только в
астроцитах, что, по-видимому, связано с повы-
шенным уровнем экспрессии этих рецепторов
именно в глиальных клетках [11].

Все подтипы α2-адренорецепторов активируют
Gi-белки, которые, с одной стороны, ингибируют
активность аденилатциклазы и протеинкиназы А
(PKA) через α-субъединицу Gi [12]. PKA регулиру-
ет активность киназы фосфорилазы, МАР-2,
АМРА-рецепторов и Са2+-каналов L-типа [13, 14].
С другой стороны, βγ-субъединица Gi может
участвовать в мобилизации кальция из внутрикле-
точных депо посредством активации фосфолипа-
зы С [15], в том числе в глиальных клетках [16].

Уже достаточно давно изучается возможность
использования α2-агонистов для лечения различ-
ных патологий нервной системы [17], включая по-
следствия церебральной ишемии [7]. Более того,
некоторые из агонистов довольно успешно приме-
няются в клинической практике [18]. Однако суще-
ствуют значительные ограничения, обусловленные
недостаточностью знаний о внутриклеточных меха-
низмах действия агонистов α2-адренорецепторов на
клетки мозга, и побочными эффектами (гипотен-
зия и брадикардия), возникающими при использо-
вании активаторов α2-адренорецепторов в профи-
лактических целях. Молекулярные и клеточные ме-
ханизмы, активируемые α2-адренергическими
рецепторами с целью защиты мозга от ишемическо-
го повреждения, нуждаются в детальном изучении.
В данной работе исследована связь нейропротек-
торного действия селективных агонистов α2-адре-
норецепторов гуанфацина и UK-14,304 с измене-
ниями концентрации цитозольного кальция, про-
цессами секреции глиотрансмиттеров, экспрессией
защитных генов, подавлением апоптоза и воспале-
ния, происходящими во время ишемии и реоксиге-
нации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культура клеток гиппокампа. Смешанную

нейроглиальную культуру клеток гиппокампа по-
лучали из новорожденных (P1–3) линейных крыс
породы Spraque Dawley. После декапитации гип-
покамп извлекали и переносили в холодный рас-

твор Хенкса. Ткань измельчали ножницами, по-
мещали в раствор Версена с добавлением 0.2%
трипсина и инкубировали в течение 10 мин при
37°C на термошейкере при 600 об/мин. Обрабо-
танные ферментом кусочки ткани трижды отмы-
вали нейробазальной средой, затем осторожно
пипетировали и центрифугировали (2 мин при
300 g). Далее супернатант удаляли, клетки ресус-
пендировали в нейробазальной среде с добавле-
нием глутамина (0.5 мМ), Supplement B27 (2%) и
гентамицина (15 мкг/мл). Суспензию вносили в
стеклянные цилиндры со шлифованными торца-
ми с внутренним диаметром 6 мм, стоящие на
круглых покровных стеклах диаметром 25 мм
(VWR International), покрытых полиэтиленимином,
и помещали в 35 мм чашки Петри (Greiner). В каж-
дый цилиндр вносили 100 мкл суспензии клеток и
оставляли на 2 ч для прикрепления в СО2-инкуба-
торе при 37°C. После этого цилиндры извлекали, а
объем культуральной среды доводили до 1.8 мл.
Каждые 3 дня заменяли 2/3 объема культуральной
среды на свежую. Эксперименты проводили на
культурах в возрасте 10 дней in vitro (10 DIV).

Окрашивание клеток. Концентрацию ионов
кальция в цитоплазме ([Ca2+]i) оценивали c помо-
щью двухволнового зонда Fura-2 в соответствии с
известной методикой [19]. Для окраски клеток
гиппокампа использовали эфир Fura-2 AM в ко-
нечной концентрации 4 мкМ в растворе Хенкса,
содержащем (в мМ): 156 NaCl, 3 KCl, 1 MgSO4,
1.25 КН2РО4, 2 CaCl2, 10 глюкозы и 10 HEPES,
рН 7.4. На каждое стекло с культурой клеток добав-
ляли 200 мкл свежеприготовленного раствора краси-
теля и инкубировали в термостате в течение 40 мин
при 37°C. После этого культуру промывали раство-
ром Хенкса и инкубировали в течение 10–15 мин для
завершения деэтерификации красителя.

Измерения флуоресценции. Для регистрации из-
менений уровня кальция в цитоплазме клеток ис-
пользовали систему анализа изображений Cell
Observer (Carl Zeiss, Германия) на базе инверти-
рованного микроскопа Axiovert 200M, оснащен-
ного монохромной CCD-камерой AxioCam HSm
и системой высокоскоростной смены возбужда-
ющих светофильтров Ludl МАC5000. Использо-
вали объектив Plan-Neofluar 10×/0.3. В качестве
источника возбуждения флуоресценции исполь-
зовали осветитель с ртутной лампой HBO 103W/2.
Для возбуждения и регистрации флуоресценции
Fura-2 использовали набор светофильтров Filter
set 21HE (Carl Zeiss, Германия) с фильтрами воз-
буждения BP340/30 и BP387/15, светоделителем
FT409 и фильтром эмиссии BP510/90. Для изме-
рения флуоресценции круглое покровное стекло
с культурой клеток монтировали в специальную
измерительную камеру. Объем среды в камере со-
ставлял 0.5 мл. Добавление реагентов и отмывку
производили путем замены среды в десятикрат-
ном объеме с помощью системы, обеспечиваю-
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щей перфузию со скоростью 15 мл/мин. Измере-
ния проводили при 28°C. Серии изображений по-
лучали с интервалом 1 кадр в 3 с. Для выявления
нейронов в эксперименте была предусмотрена крат-
ковременная (30 с) тестовая добавка 35 мМ KCl, вы-
зывающая деполяризацию и увеличение концен-
трации цитозольного кальция в возбудимых клет-
ках (в данном случае нейронах). Са2+-ответ в
нейронах в ответ на аппликацию высоких концен-
траций K+ характеризуется быстрым подъемом и
медленным спадом [20]. Подобный ответ отсутству-
ет в глиальных клетках [21]. Для идентификации
глиальных клеток, в частности астроцитов, исполь-
зовали кратковременную добавку ATP. Астроциты
реагируют на добавку ATP быстрым бифазным от-
ветом с медленным спадом [22]. В нейронах гиппо-
кампа подобный ответ на ATP отсутствует [20].

Полученные временные серии двухканальных
изображений (при длинах волн возбуждающего
света 340 и 380 нм) обрабатывали в программе
ImageJ с программным модулем Time series ana-
lyzer. Измеряли амплитуду кальциевых ответов
одиночных клеток, выраженную как отношение
сигналов флуоресценции Fura-2 при возбужде-
нии 340 и 380 нм. Для построения графиков и ста-
тистической обработки использовали Origin 8.5.
Результаты представлены в виде сигналов оди-
ночных клеток, характерных в целом для нейро-
нов и астроцитов, или в виде среднего сигнала
клеток в поле зрения ± стандартная ошибка (SE).

Анализ выживаемости клеток. Количество
мертвых клеток в одной и той же области культуры
до и после кислородно-глюкозной депривации
определяли путем окрашивания культур иодидом
пропидия (1 мкМ). Так как иодид пропидия спо-
собен окрашивать как нейроны, так и глиальные
клетки, идентификацию нейронов осуществляли
путем аппликации 35 мМ хлорида калия перед кис-
лородно-глюкозной депривацией. Нейроны харак-
теризуются быстрым транзиентным кальциевым
сигналом в ответ на добавление хлорида калия. Кро-
ме того, в качестве дополнительного параметра для
оценки жизнеспособности клеток мы использовали
форму кальциевого сигнала в условиях кислородно-
глюкозной депривации (наличие или отсутствие
глобального увеличения [Ca2+]i в течение OGD).

Для изучения эффектов агонистов α2-адрено-
рецепторов на OGD-индуцированную инициа-
цию процессов апоптоза и некроза использовали
двойное окрашивание иодидом пропидия и флу-
оресцентным субстратом каспазы-3, NucView488.
Для этого перед экспериментами культуры в тече-
ние 1 ч загружали NucView488 (конечная концен-
трация 2 мкМ). Затем культуры подвергали 40-ми-
нутной кислородно-глюкозной депривации, по-
сле которой клетки окрашивали иодидом
пропидия (1 мкМ). Флуоресценцию красителей
регистрировали при помощи системы анализа
изображений на базе инвертированного флуорес-

центного микроскопа Axiovert 200M, оснащенного
высокоскоростной монохромной CCD-камерой
Hamamatsu ORCA-Flash 2.8. Использовали освети-
тель Lambda DG-4 Plus (Sutter Instruments, США) с
ртутной лампой высокого давления. Для возбужде-
ния и регистрации эмиссии красителей использо-
вали следующие наборы светофильтров: Filter Set 10
с фильтром возбуждения BP 450-490, светоделите-
лем FT510, фильтром эмиссии BP 515-565, а также
Filter Set 20 с фильтром возбуждения BP 546/12,
светоделителем FT560, фильтром эмиссии BP
575-640. Проанализировано по пять независимых
областей каждого стекла с культурой клеток.
Каждая экспериментальная серия состояла не
менее чем из трех повторов. Все результаты пред-
ставлены как среднее ± стандартная ошибка.

Пакеты программ ImageJ и Origin 8.5 исполь-
зовали для обработки данных и построения гра-
фиков. Статистический анализ выполнен с ис-
пользованием пакета программ GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, La Jolla, США). Статистиче-
скую значимость различий между эксперимен-
тальными группами проверяли путем дисперси-
онного анализа (ANOVA) с использованием теста
Туки–Краммера. Значимыми считали различия с
p <0 .001.

Иммуноцитохимическое окрашивание клеток
гиппокампа. TNFα в клетках обнаруживали с ис-
пользованием метода иммуноцитохимического
окрашивания. Клетки в течение 20 мин фиксиро-
вали 4% раствором параформальдегида в PBS с
добавлением 0.25% глутарового альдегида. После
этого следовала трехкратная пятиминутная от-
мывка клеток ледяным раствором PBS. Глутаро-
вый альдегид добавляли в фиксирующий раствор
с целью предотвращения избыточного вымыва-
ния TNFα из клеток в период пермеабилизации.
Для пермеабилизации клетки инкубировали в те-
чение 15 мин в 0.1% растворе Triton X-100. Блоки-
рование неспецифического связывания антител
производили при помощи 10% раствора сыворот-
ки осла в PBS. Клетки инкубировали в блокирую-
щем растворе в течение 30 мин при комнатной
температуре. Загрузку первичных антител произ-
водили в течение 12 ч при температуре 4°C. В ка-
честве первичных антител использовали полик-
лональные антитела козы против TNFα (Santa
Cruz Biotechnology, США), растворенные в 1%
сыворотке осла в соотношении 1 : 500. После ин-
кубации с первичными антителами клетки трех-
кратно отмывали раствором PBS с интервалом
5 мин. Затем клетки загружали вторичными анти-
телами, в качестве которых использовали полик-
лональные ослиные антитела к антителам козы,
конъюгированные с флуоресцентным красителем
Alexa Fluor 488 (Abcam, Великобритания). Инку-
бацию с вторичными антителами производили
при комнатной температуре в темноте в течение
90 мин. Вторичные антитела были растворены в
PBS в соотношении 1 : 200. Флуоресценцию анти-
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тел визуализировали с помощью ивертированно-
го лазерного сканирующего конфокального мик-
роскопа Leica TCS SP5 (Leica, Германия). Для воз-
буждения флуоресценции применяли аргоновый
лазер с полосой 488 нм. Эмиссию регистрировали
в диапазоне 505–565 нм.

Моделирование ишемия-подобных условий in vitro.
Для создания кислородно-глюкозной деприва-
ции (OGD) в среде Хенкса глюкозу заменяли на
эквивалентное количество сахарозы и вытесняли
растворенный кислород путем продувки аргоном в
специальной герметичной системе. Уровень кисло-
рода в ишемической среде, измеряемый с помощью
электрода Кларка, составлял 30–40 мм.рт.ст. Ише-
мическую среду подавали в экспериментальную
ячейку с клетками на 40 мин с помощью перфузи-
онной системы с постоянным поддувом
инертного газа, что позволяло избегать контакта с
кислородом воздуха. Действие кислородно-глю-
козной депривации на клетки оценивали по ам-
плитуде и характеру Са2+-сигналов.

Окраска клеток с помощью хинакрина. Для ви-
зуализации ATP-содержащих везикул астроциты
окрашивали, инкубируя клеточную культуру с
5 мкМ хинакрина в среде Хенкса с добавлением
10 мМ HEPES при 37°С в течение 15 мин. Хина-
крин, производное акридина, является слабым
основанием, которое с высокой аффинностью
связывает ATP [23, 24]. Далее клеточную культуру
отмывали 5 раз средой Хенкса и использовали для
визуализации везикул с помощью TIRF-микро-
скопии.

TIRF-микроскопия. Для визуализации и иссле-
дования динамики секреции ATP-содержащих
везикул в астроцитах, окрашенных хинакрином,
применяли метод TIRF-микроскопии. Для этого
использовали инвертированный TIRF-микро-
скоп (IX71, Olympus, Япония), оснащенный им-
мерсионным масляным объективом с высокой
числовой апертурой (60×/1.65 NA) и высокочув-
ствительной охлаждаемой камерой высокого раз-
решения (Hamamatsu, Япония). Серии изображе-
ний получали и анализировали с помощью пакета
программ Olympus Cell^tool software (Olympus).
Флуоресценцию хинакрина возбуждали с помо-
щью аргонового лазера при длине волны 488 нм,
регистрацию производили в диапазоне 500–
530 нм. Для оценки изменений интенсивности
флуоресценции выбирали область интереса (ROI),
в которой отмечались флуоресцирующие грану-
лы, содержащие ATP. Снижение интенсивности
флуоресценции в области интереса свидетельство-
вало о секреции везикул во внеклеточное простран-
ство. Эксперименты проводили при 37°С.

Выделение суммарной РНК. Суммарную РНК
выделяли из первичной культуры нейронов с ис-
пользованием набора реагентов Mag Jet RNA
(Thermo Scientific, США) в соответствии с ин-
струкциями производителя. Качество РНК оце-

нивали с помощью электрофореза в 2% агароз-
ном геле в TBE-буфере в присутствии бромида
этидия (1 мкг/мл). Концентрацию РНК измеряли
с помощью спектрофотометра NanoDrop 1000c
(Thermo Scientific, США).

кДНК синтезировали с помощью набора
RevertAid H Minus First Strand по протоколу, ука-
занному производителем (Thermo Scientific).
Препараты одноцепочечной кДНК использовали
в качестве матрицы для ПЦР-анализа в реальном
времени.

Полимеразная цепная реакция в реальном време-
ни (ПЦР-РВ). ПЦР-РВ проводили в 25 мкл смеси,
содержащей: 5 мкл qPCRmix-HS SYBR (Evrogen,
Россия), 1 мкл (0.2 мкмоль) каждого праймера,
17 мкл воды, 1 мкл кДНК. Амплификацию прово-
дили в 48-луночном амплификаторе Dtlite5
(ДНК-Технология, Россия). В начале проводили
денатурацию в течение 5 мин при 95°С, затем
40 циклов амплификации: денатурация при 95°С –
30 с, отжиг при специфической для праймера тем-
пературе (60‒62°С) – 20 с и элонгация при 72°С –
30 с. Репортерную флуоресценцию считывали на
этапе элонгации при температуре 62°С.

Данные ПЦР-РВ анализировали с помощью
программного обеспечения Dtlite (ДНК-Техно-
логия, Россия). Проводили по три независимых
эксперимента ПЦР-РВ (три независимых кле-
точных культуры гиппокампа). Во всех экспери-
ментах каждый образец кДНК амплифицировали
в трех повторах и находили средние значения.

Праймеры, специфичные для изучаемых ге-
нов, были подобраны с помощью программ FAST
PCR 5.4 и системы NCBI Primer-BLAST и синте-
зированы Evrogen (Россия) (табл. 1).

Экспрессию генов нормировали по контрольно-
му гену GAPDH, кодирующему глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназу. Результаты рассчитывали в
соответствии со стандартным методом [25].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Агонисты α2-адренергических рецепторов инги-

бируют OGD-индуцированное глобальное повыше-
ние [Ca2+]i в астроцитах и защищают клетки от
повреждения. Ранее нами было показано, что ак-
тиваторы α2-адренорецепторов гуанфацин и
UK-14,304 в зависимости от времени воздей-
ствия (от 15 до 40 мин), способны ингибировать
глобальное повышение [Ca2+]i при OGD в клет-
ках гиппокампа in vitro [11]. OGD вызывает схо-
жие по форме и амплитуде Са2+-сигналы в нейро-
нах (рис. 1а) и астроцитах (рис. 1б) гиппокампа,
имеющие первую, транзиентную фазу и вторую
фазу – глобального роста [Ca2+]i. Глобальное по-
вышение [Ca2+]i происходит в нейронах (65 ± 25%
нейронов в поле зрения микроскопа) и астроци-
тах (57 ± 32%) несинхронно и может варьировать
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от культуры к культуре. Инкубирование клеточ-
ных культур с 3 мкМ гуанфацина (GF) в течение
24 ч существенно подавляет амплитуду глобаль-
ного повышения [Ca2+]i в 90 ± 8% нейронов (рис. 1в).
В 10 ± 2% нейронов (рис. 1в) эффект гуанфацина
менее выражен, и в них регистрируется глобаль-
ный рост [Ca2+]i, который начинается спустя 37–
40 мин после начала OGD, т.е. наблюдается 20-ми-
нутный лаг-период. В астроцитах 24-часовое инку-
бирование с гуанфацином вызывает 65 ± 14% инги-
бирование первичного OGD-индуцированного
Са2+-сигнала и практически полное подавление
глобального роста [Ca2+]i (рис. 1г) во всех клетках.

При окрашивании клеток иодидом пропидия
до начала экспериментов (рис. 1д, панель PI) вид-
но, что неселективная проницаемость мембраны,
как признак некротической гибели, регистриру-
ется в одиночных клетках, количество которых не
превышало 11 ± 5%, тогда как во время OGD на-
блюдается массовая гибель клеток гиппокампа в
сети (рис. 1д, панель PI+ OGD). После OGD из об-
щего числа поврежденных клеток (более 80% в поле
зрения микроскопа) погибает в среднем 65 ± 23%
нейронов и 82 ± 11% астроцитов (рис. 1е, черные
столбцы). Инкубация клеточной культуры в тече-
ние 24 ч с 3 мкМ гуанфацина уменьшает число
погибающих во время OGD клеток гиппокампа
(рис. 1д, линия GF, PI+OGD), при этом число
гибнущих нейронов снижается до 27 ± 12%, а аст-
роцитов – до 11 ± 6% (рис. 1е, серые столбцы).

Таким образом, глобальное повышение [Ca2+]i
в клетках мозга приводит к их быстрой гибели
вследствие некроза [26], а подавление роста кон-
центрации ионов Са2+ гуанфацином коррелирует
с уменьшением процента погибающих клеток, в
первую очередь астроцитов. Эти данные указыва-
ют на существование связанного с астроцитами
Са2+-зависимого механизма нейропротекторного
действия гуанфацина при OGD.

Агонисты α2-адренергических рецепторов ока-
зывают антиапоптотическое действие во время
OGD и реоксигенации. Помимо недостатка кисло-
рода и отсутствия глюкозы дополнительным по-
вреждающим фактором при OGD является реок-
сигенация – восстановление нормального парци-
ального давления кислорода в среде. Обычно
реоксигенация сопровождается симптомами ги-
первозбуждения нейронов [27, 28], селективной
гибелью отдельных популяций ГАМКергических
нейронов [26], окислительным стрессом, усиле-
нием процессов некроза и апоптоза [4, 29]. Для
выявления противоапоптотического действия гу-
анфацина в условиях OGD и острой (1 ч после
OGD) реоксигенации, были проведены экспери-
менты, результаты которых представлены на рис. 2.
Клеточные культуры предварительно в течение
1 ч загружали флуорогенным субстратом каспа-
зы-3, NucView-488. До действия OGD флуорес-

ценция NucView-488 (рис. 2а, столбец 0'), которая
указывает на протекание апоптотических про-
цессов, сопряженных с активностью каспазы-3,
наблюдалась лишь в одиночных клетках. Далее в
течение 40 мин клеточной культуре создавали
OGD (рис. 2, обозначения OGD 40'), сменяющу-
юся 2-часовой реоксигенацией (обозначения 2 ч.
Реокс.), достигаемой с помощью замены OGD-
среды на среду, насыщенную кислородом. В тече-
ние всего эксперимента регистрировали флуорес-
ценцию NucView-488 c интервалом 1 кадр в 30 с
(рис. 2б). В контрольном эксперименте, где клет-
ки не подвергали воздействию OGD и реоксиге-
нации, через 1–1.5 ч съемок наблюдалось незначи-
тельное появление флуоресценции NucView-488
(рис. 2б, обозначение 1), что может быть связано
с фотодеструктивным воздействием возбуждаю-
щего излучения на клетки. Во время OGD флуо-
ресценция NucView 488 в клетках вследствие акти-
вации каспазы-3 была заметна уже через 10–20 мин,
в течение последующих 40 мин наблюдался экс-
поненциальный рост интенсивности (рис. 2б,
обозначение 2). Во время реоксигенации наблю-
далось увеличение активности каспазы-3 в 4–5 раз
относительно уровня при OGD. При этом число
клеток, в которых появлялась флуоресценция
NucView-488, достигало 80–95% от общего числа
клеток в поле зрения микроскопа и было принято
нами в дальнейшем за 100% (рис. 2в). Клеточные
культуры, которые инкубировали в течение 24 ч с
микромолярными концентрациями гуанфацина,
характеризовались более слабой активацией кас-

Таблица 1. Гены и праймеры к ним

Gapdh Forward 5'-ccacggcaagttcaacggcac-3'
Reverse 5'-gatgatgacccttttggccccacc-3'

IKK2 Forward 5'-gtctgggaggtgcccgagc-3'
Reverse 5'-ggtccctgtggattatgtcagccgag-3'

Il1b Forward 5'-gaagcagctatggcaactgtccctga-3'
Reverse 5'-caggtcgtcatcatcccacgagtcac-3'

Tnfa Forward 5'-ccgagatgtggaactggcagaggag-3'
Reverse 5'-ttggccaggagggcgttgg-3'

Stat3 Forward 5'-cagctggacacgcgctacctg-3'
Reverse 5'-ctgcttctccgtcactacggcag-3'

Socs3 Forward 5'-cgtgcgccatggtcaccca-3'
Reverse 5'-gctgcccccctcgcact-3'

p53 Forward 5'-gcagagttgttagaaggcccagagg-3'
Reverse 5'-gccgtcaccatcagagcaacg-3

Fas Forward 5'-gtttggagttgaagaggagcgttcgt-3'
Reverse 5'-cattggcacactttcaggacttggg-3'

Bcl2 Forward 5'-tggagatgaagactccgcgcccctga-3'
Reverse 5'-cgtggcaaagcgtcccctcgcggt-3

Il6 Forward 5'-tgggactgatgttgttgacagccactg-3'
Reverse 5'-ccaggtagaaacggaactccagaagacc-3'
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Рис. 1. Нейропротекторное действие 24-часовой инкубации клеток гиппокампа с 3 мкМ агониста α2-адренергических
рецепторов гуанфацина (GF). Ca2+-сигналы нейронов и астроцитов во время 40-минутной OGD в контроле (а, б) и
после 24-часовой инкубации с 3 мкМ агониста α2-адренергических рецепторов гуанфацина (в, г). Представлены
Са2+-сигналы клеток в одиночных экспериментах, полученные с использованием одной и той же клеточной культу-
ры. д – Изображения клеточной культуры гиппокампа в проходящем свете (BF), канале регистрации флуоресценции
иодида пропидия (PI) до начала эксперимента и после 40 мин OGD (PI+OGD). Белые точки представляют собой
окрашенные PI ядра исключительно некротических клеток. е – Усредненное количество окрашенных PI клеток, по-
гибших вследствие OGD-индуцированного некроза в нейронах и астроцитах гиппокампа в отсутствие гуанфацина
(OGD) и после 24-часовой инкубации с 3 мкМ гуанфацина (GF+OGD) (% ± SE). * – Различия статистически значи-
мы, р = 0.009; *** – различия статистически значимы, р ≤ 0.001. Кратковременные аппликации 35 мМ KCl и 10 мкМ
ATP применяли для выявления нейронов и астроцитов соответственно.
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пазы-3 во время OGD и реоксигенации (рис. 2а), о
чем также свидетельствует усредненная кривая из-
менения интенсивности флуоресценции во времени
(рис. 2б, обозначение 3), значения которой не пре-
вышали контрольные (кривая 1). Во время OGD
происходила активация каспазы-3 в 20 ± 4% кле-
ток, инкубированных с гуанфацином, а во время
реоксигенации число флуоресцирующих клеток
увеличивалось до 22 ± 3% (рис. 2в), против 80–
95% в экспериментах без гуанфацина. Антиапо-
птотический эффект частично отменялся в при-
сутствии 1 мкМ бафиломицина A1 (BafA1), инги-
битора V-ATP-азы, добавленного во время OGD
(рис. 2а, BafA1+GF). На фоне BafA1 активация кас-
пазы-3 происходила преимущественно во время
реоксигенации (рис. 2б, обозначение 4), хотя уро-
вень флуоресценции NucView-488 был на 50% выше
контроля (обозначение 1), но число клеток, в кото-
рых активировался апоптоз, достигало 40–43% в пе-
риод реоксигенации (рис. 2в). Следовательно, BafA1
отменял протекторный эффект гуанфацина, увели-
чивая процент клеток с индуцированным апопто-
зом, развивающимся в результате реоксигенации.

Антиапоптотическое действие гуанфацина во
время OGD и реоксигенации коррелирует с изме-
нением базового уровня экспрессии генов-регу-
ляторов апоптоза (рис. 2г). После 24-часовой ин-
кубации клеточных культур с 3 мкМ гуанфацина
усиливается экспрессия антиапоптотических ге-
нов Stat3 и Bcl-2 на 120% и на 19%, соответствен-
но, при этом уровень проапоптотических генов
существенно снижается: Socs-3 на 50%, p53 на
96% и fas на 72%. Кроме этого, после 24-часовой
инкубации клеток с 3 мкМ гуанфацина на 58%
снижается экспрессия Ikk (киназа IκB, рис. 2г),
вовлеченной в регуляцию апоптоза и воспаления
[30]. Ингибитор Ikk (BMS 345541, 5 мкМ), добав-
ленный за 24 ч до экспериментов, приводил к схо-
жему с гуанфацином нейропротекторному эффекту
(рис. 2д), уменьшению числа погибших клеток при
OGD. При этом в нейронах наблюдается полное
подавление OGD-индуцированного увеличения
[Ca2+]i (рис. 2е). В большинстве астроцитов BMS
345541, как и гуанфацин, не влияет на генерацию
OGD-индуцированного Са2+-сигнала во время пер-
вой фазы, но подавляет глобальный рост [Ca2+]i в
подавляющем числе клеток (рис. 2ж).

Таким образом, активатор α2-адренергических
рецепторов, гуанфацин, оказывает антиапопто-
тическое действие на клетки гиппокампа во вре-
мя OGD и реоксигенации, подавляя активацию
каспазы-3 и регулируя уровень экспрессии анти-
и проапоптотических генов.

Агонисты α2-адренергических рецепторов по-
давляют OGD-индуцированный процесс накопле-
ния провоспалительных цитокинов в нейроглиаль-
ной культуре. Активация апоптоза в мозге во вре-
мя ишемии-реоксигенации тесно связана с
провоспалительными сигнальными каскадами

[31]. Клетки гиппокампа, инкубированные в те-
чение 24 ч с 3 мкМ гуанфацина (рис. 3а, +GF), а
затем окрашенные антителами против TNFα
(рис. 3а), характеризуются наличием флуорес-
ценции вторичных антител только в одиночных
клетках. После 40 мин OGD клетки возвращали в
CO2-инкубатор на 24 ч и далее окрашивали анти-
телами против TNFα (рис. 3а, OGD), флуорес-
ценция которых регистрировалась в 80% клеток в
поле зрения микроскопа, что свидетельствует о
развитии клеточного воспалительного ответа.
Однако для клеточных культур, которые предва-
рительно инкубировали в течение 24 ч с агониста-
ми α2-адренергических рецепторов, гуанфаци-
ном (3 мкМ) или UK-14,304 (1 мкМ), характерно
меньшее число клеток, окрашенных антителами
против TNFα (рис. 3а, GF+OGD, UK+OGD),
что указывает на подавление воспаления этими
агонистами. Уровень флуоресценции вторичных
антител отражает количество внутриклеточного
белка. Из рис. 3б видно, что после 24-часовой ин-
кубации клеток с агонистами α2-адренергических
рецепторов, происходит уменьшение количества
белка TNFα по сравнению с OGD без агонистов.

Данные ПЦР-анализа показывают, что инку-
бация клеток с 3 мкМ гуанфацина в течение 24 ч
приводит к уменьшению экспрессии гена, коди-
рующего TNFα, на 46% (рис. 3в), что хорошо со-
гласуется с данными иммуноцитохимического
окрашивания (рис. 3а, 3б). Уровень экспрессии ге-
на, кодирующего провоспалительный цитокин
IL-6, при этом не изменяется после инкубации с
гуанфацином, а экспрессия гена, кодирующего
провоспалительный цитокин IL-1b, увеличивается
на 130% (рис. 3в) и может оказывать прекондицио-
нирующее действие на нейроглиальные культуры.

Таким образом, агонисты α2-адренергиче-
ских рецепторов, гуанфацин и UK-14,304, ока-
зывают нейропротекторное действие при OGD и
реоксигенации за счет подавления воспалитель-
ного процесса и ингибирования экспрессии гена
и белка TNFα.

Агонисты α2-адренергических рецепторов вызы-
вают секрецию ATP астроцитами и подавляют ги-
первозбуждение нейрональных сетей. Адренергиче-
ские рецепторы широко распространены в мозге,
но экспрессия α2-адренорецепторов в астроцитах
в 2–3 раза больше, чем в нейронах [32]. Добавле-
ние к клеточным культурам гиппокампа крысы
агонистов α2-адренергических рецепторов, гуан-
фацина (3 мкМ, GF) и UK-14,304 (1 мкМ, UK),
вызывало Са2+-овтет в астроцитах, но не в нейро-
нах (рис. 4а, обозначен 1). Са2+-сигналы астроци-
тов в большинстве случаев имели вид импульсно-
го увеличения [Ca2+]i или представляли собой не-
регулярные осцилляции. Базальный уровень
[Ca2+]i после аппликации и отмывки агонистов
α2-адренергических рецепторов в подавляющем
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большинстве экспериментов, поддерживался на
немного повышенном уровне. Одними из основ-
ных ионотропных возбуждающих рецепторов,
участвующих в повреждающем действии OGD на
нейрональные сети, являются NMDA-рецепторы.
Увеличение концентрации ионов Са2+ в цитозоле
нейронов и астроцитов во время ишемии, вызывает
высвобождение глутамата и глиотрансмиттеров, в
первую очередь ATP [33].

Удаление ионов магния из среды (Mg2+-free)
вызывает в культивируемых нейронах гиппокам-
па появление синхронных Са2+-осцилляций вы-
сокой частоты (рис. 4б), признака гипервозбуж-
дения. Добавление 5 мкМ ATP подавляло эти ко-
лебания и вызывало транзиентный Са2+-ответ
астроцитов (рис. 4б, серая кривая). С помощью
TIRF-микроскопии и окраски ATP-содержащих
везикул астроцитов витальным зондом хинакри-
ном (рис. 4в) нам удалось показать, что добавле-
ние агониста α2-адренергических рецепторов,
дексмедетомидина в концентрации 1–10 мкМ
(рис. 4в, +Декс) вызывает секрецию ATP, реги-
стрируемую как быстрое и значительное сниже-
ние интенсивности флуоресценции хинакрина в
теле астроцита (рис. 4г).

Аппликация 3 мкМ гуанфацина на фоне инду-
цированных безмагниевой средой Са2+-осцилля-
ций в нейронах вызывает Са2+-сигнал в астроци-
тах и приводит к быстрому подавлению этих ос-
цилляций в нейронах (рис. 4д, серая кривая).
Таким образом, селективные агонисты α2-адре-
нергических рецепторов вызывают транзиент-
ный Са2+-сигнал в астроцитах гиппокампа и
Са2+-зависимую секрецию ATP, что приводит к
подавлению индуцированного безмагниевой сре-
дой гипервозбуждения нейрональной сети. Апи-
раза (apyrase, 35 ед.акт./мл), фермент, гидролизую-
щий ATP, добавленная до начала Са2+-осцилляций,
вызываемых безмагниевой средой в нейронах, не
влияет на их генерацию, но уменьшает частоту ко-

лебаний (рис. 4д). При этом аппликация 3 мкМ
гуанфацина на фоне апиразы по-прежнему вызы-
вает генерацию Са2+-сигнала в астроцитах, но не
приводит к подавлению кальциевых колебаний,
что говорит об участии гуанфацин-зависимой
секреции ATP в подавлении гипервозбудимости в
нейронах.

Бафиломицин А1 (BafA1, 1 мкМ), ингибиру-
ющий V-ATP-азу в кислых компартментах, в
том числе в ATP-содержащих везикулах [34],
частично отменяет эффект гуанфацина (рис. 4е),
подавляя Са2+-осцилляции в нейронах через 3–
5 мин, тогда как при первой добавке гуанфаци-
на подавление колебаний происходит одновре-
менно с генерацией Са2+-сигналов астроцита-
ми. Увеличение времени инкубации с бафило-
мицином А1 до 1 ч снимало ингибирующий
эффект гуанфацина (рис. 4ж), подтверждая ги-
потезу о ведущей роли ATP в везикулах астро-
цитов в ингибировании гипервозбуждения ней-
рональных сетей агонистами α2-адренергиче-
ских рецепторов.

Таким образом, проведенные исследования
нейропротекторных свойств агонистов α2-адре-
нергических рецепторов показали их противо-
воспалительное и антиапоптотическое действие
во время ишемии и реоксигенации, реализуемое
за счет изменения базового уровня экспрессии
генов-регуляторов этих процессов и постишеми-
ческого уровня кодируемых ими белков. На уров-
не Са2+-сигнализации, эффект агонистов α2-ад-
ренергических рецепторов приводит к ингибиро-
ванию глобального повышения [Ca2+]i в клетках
гиппокампа во время OGD in vitro и к уменьше-
нию числа клеток, погибающих по пути некроза.
В механизм защитного действия агонистов α2-ад-
ренергических рецепторов вовлечена Са2+-зави-
симая секреция ATP астроцитами.

Рис. 2. Антиапоптотическое действие 24-часовой инкубации клеток гиппокампа с активатором α2-адренергических
рецепторов, гуанфацином. Роль пула кислых секреторных везикул и IKK. а – Изображения клеточных культур гип-
покампа, загруженных флуорогенным субстратом каспазы-3 – NucView-488, и инкубированных в течение 24 ч с 3 мкМ
гуанфацина (+ GF) и в присутствии 1 мкМ бафиломицина A1 (BafA1) и гуанфацина (BafA1+GF). Бафиломицин A1
добавляли к клеткам во время OGD и реоксигенации. Представлены изображения до начала экспериментов (0'), после
40 мин OGD (40' OGD) и 2 ч реоксигенации (2 ч Реокс). Обозначения 1–4 соответствуют кривым, представленным на
панели (б). б – Гидролиз флуорогенного субстрата каспазы-3 (NucView-488) во время OGD (40 мин) и реоксигенации
(Реокс, 2 ч), свидетельствующий об индукции апоптоза в клетках гиппокампа. Обозначения: 1 – контроль (клеточная
культура не подвергалась воздействию OGD и реоксигенации); 2 – клеткам создавали условия OGD (40 мин) и период
реоксигенации (2 ч); 3 – клеткам, которые инкубировали в течение 24 ч с 3 мкМ гуанфацина, создавали OGD и реок-
сигенацию; 4 – клеткам, которые инкубировали в течение 24 ч с 3 мкМ гуанфацина, во время OGD и реоксигенации
добавляли 1 мкМ бафиломицина A1. в – Число клеток, в которых регистрировали флуоресценцию NucView-488 (%). За
100% принято число клеток с индуцированным апоптозом в группе без добавления гуанфацина. г – Эффект 24-часо-
вой инкубации клеток гиппокампа с 3 мкМ гуанфацина на экспрессию генов-регуляторов апоптоза. д – Изображения
клеточных культур гиппокампа, инкубированных в течение 24 ч с ингибитором IKK (BMS 345541, 5 мкМ) в проходя-
щем свете (BF), канале флуоресценции PI до начала экспериментов (PI) и после 40 мин OGD (PI+OGD). е, ж – Са2+-
ответы нейронов (е) и астроцитов (ж) гиппокампа на OGD (40 мин) после 24-часовой инкубации с 5 мкМ ингибитора
IKK, BMS 345541. Представлены Са2+-сигналы клеток в одиночных экспериментах, полученные с использованием
одной и той же клеточной культуры. Кратковременные аппликации 35 мМ KCl и 10 мкМ ATP производили для выяв-
ления нейронов и астроцитов соответственно.
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В настоящей работе показан комплексный
протекторный эффект агонистов α2-адренерги-
ческих рецепторов на выживаемость нейронов и
астроцитов гиппокампа в условиях кислородно-
глюкозной депривации in vitro.

Одним из эффектов активации α2-адренерги-
ческих рецепторов в смешанной нейроглиальной
культуре гиппокампа является секреция астроци-

тами ATP. Данный процесс является фундамен-
тальным механизмом коммуникации глиальных
клеток между собой и с другими типами клеток в
мозге [35]. Известно, что в везикулах ATP может
быть упакован одновременно с другими нейро-
трансмиттерами – ацетилхолином, адреналином
и др. [36], что может говорить о секреции сразу
нескольких активных веществ при активации
α2-адренорецепторов. Известно, что астроциты
способны секретировать глутамат в виде везикул

Рис. 3. Противовоспалительное действие 24-часовой инкубации клеток с агонистами α2-адренергических рецепторов.
а – Окрашивание клеточных культур антителами против TNFα. б – Уровень флуоресценции (в условных единицах)
вторичных антител к первичным антителам против TNFα в клетках при инкубации с агонистами α2-адренергических
рецепторов. в – Эффект 24-часовой инкубации клеток гиппокампа с 3 мкМ гуанфацина на экспрессию провоспали-
тельных генов. Обозначения: BF – изображения клеточных культур в проходящем свете; TNFα – флуоресценция вто-
ричных антител к первичным антителам против TNFα; +GF – клетки инкубировали в течение 24 ч с 3 мкМ гуанфа-
цина; OGD – клетки после 40 мин OGD и реоксигенации в течение 24 ч; GF+OGD и UK+OGD – изображения куль-
тур после 40 мин OGD и 24-часовой реперфузии, инкубированных предварительно в течение 24 ч в присутствии 3 мкМ
гуанфацина и 1 мкМ UK 14,304 соответственно. ** – различия статистически значимы, р = 0.005; *** – различия ста-
тистически значимы, р ≤ 0.001.
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через Са2+-зависимый механизм [37], однако глу-
тамат хранится в везикулах, отличных от ATP-со-
держащих [38]. При аппликации гуанфацина не
происходит усиления Са2+-осцилляций в нейро-
нах, так же как и эксайтотоксических явлений;
наоборот, наблюдается полное подавление ги-
первозбуждения, что свидетельствует о секреции
пула именно ATP-содержащих везикул при акти-
вации α2-адренорецепторов. Это предположение
подтверждено результатами TIRF-микроскопии.

ATP оказывает на нейроглиальные сети доста-
точно разностороннее действие [35], но в контек-
сте настоящей работы наиболее значимо и инте-
ресно подавление нейрональной активности, по-
казанное другими авторами [39]. Установлено,
что секретируемый астроцитами ATP подавляет
активность нейронных сетей. Подобный эффект
показан и нами в экспериментах, где выявлено
подавление гуанфацином кальциевых осцилля-
ций в нейронах, индуцированных добавлением
безмагниевой среды. Этот эффект отменялся в
присутствии ингибитора везикулярной ATP-азы,
бафиломицина A1 или ATP-деградирующего
фермента апиразы, что указывает на участие ве-
зикулярной трансмиссии в этом процессе. По-
добный феномен описан в научной литературе
[40]. В качестве одного из предполагаемых меха-
низмов подавления нейрональной активности
секретируемым астроцитами ATP можно рас-
сматривать активацию аденозиновых рецепторов
аденозином, образующимся в результате внекле-
точной деградации ATP [33]. Секретируемый астро-
цитами ATP может также влиять и на глиальные
клетки, активируя рецепторы P2Y1 и P2X7. Актива-
ция этих рецепторов приводит к повышению кон-
центрации цитозольного кальция за счет мобилиза-
ции из внутренних депо (P2Y1-опосредованное
действие) либо притока извне (через P2Y7-рецепто-
ры) и дальнейшему распространению кальциевой
волны с последующим высвобождением глио-
трансмиттеров. Физиологическая роль этих фено-
менов до сих пор остается предметом дискуссий
[33], что затрудняет выдвижение гипотез о возмож-
ном вкладе астроцитарной секреции ATP в протек-
торное действие α2-агонистов в условиях ишемии.

Следует также учитывать возможность участия
α2-адренорецепторов в регуляции секреции глу-
тамата. Преимущественная пресинаптическая
локализация [41], а также участие в регуляции ак-
тивности калиевых и потенциал-зависимых каль-
циевых каналов [42], позволяют α2-адренорецеп-
торам изменять интенсивность секреции нейро-
трансмиттеров [43], в частности возбуждающих
[44]. Данный факт может быть одним из возмож-
ных объяснений подавления Са2+-сигналов при
OGD после 24-часовой инкубации с агонистами
α2-адренорецепторов, а также подавления инду-
цированных безмагниевой средой высокочастот-
ных осцилляций в нейронах. Это предположение

подкреплено результатами ряда работ, в которых
агонисты α2-адренорецепторов подавляют секре-
цию возбуждающих аминокислот, таких как глу-
тамат и аспартат [45, 46].

В то же время эффекты длительной инкубации
затруднительно объяснить секрецией ATP, лакта-
та (или сниженным выбросом глутамата), так как
выброс трансмиттеров как из нейронов, так и из
глиальных клеток является квантованным про-
цессом [47]. Кроме того, следует учитывать процес-
сы десенситизации, направленные на снижение из-
быточной активации рецепторов [48], а также огра-
ниченность пула нейротрансмиттеров, истощение
которого может происходить достаточно быстро, да-
же несмотря на рециркуляцию, реализуемую через
механизмы обратного захвата [49]. Следовательно,
напрашивается вывод о том, что указанные выше
эффекты гуанфацина и других агонистов α2-адре-
нергических рецепторов, сопряженные с регуля-
цией везикулярной секреции глиотрансмиттеров,
могут быть рассмотрены как быстрые эффекты
(минуты). Наличием быстрых эффектов может
объясняться терапевтический потенциал исполь-
зования α2-агонистов при заболеваниях, связанных
с гипервозбуждением нейрональных сетей, напри-
мер при эпилепсии [50], а также при использовании
этих соединений в качестве анестезирующих
средств [18]. Однако следует принимать во внима-
ние и длительные эффекты, развитие которых мо-
жет наблюдаться при длительной инкубации и на-
ступать через 1 ч после добавления агонистов. Ло-
гично предположить, что длительная инкубация с
агонистами α2-адренорецепторов приводит к акти-
вации сигнальных каскадов, вовлеченных в регуля-
цию транскрипции генов, регулирующих апоптоз и
воспалительный ответ клеток. Активация этих кас-
кадов может вносить существенный вклад в реали-
зацию нейропротекторного действия α2-агонистов.

Известно, что сАМР регулирует активность
кальциевых каналов, проводимость которых умень-
шается при снижении концентрации сАМР [51],
ослабляя таким образом общий приток ионов каль-
ция. Активность же кальций-активируемых кали-
евых каналов малой проводимости, наоборот,
возрастает при понижении концентрации сАМР,
усиливая отток ионов калия [52]. Таким образом,
снижение концентрации сАМР в цитозоле нейро-
нов способствует гиперполяризации и предотвра-
щению кальциевой перегрузки. Кроме того, через
фосфорилирование субъединиц GluA1 AMPA-ре-
цептора по остатку Ser845, протеинкиназа А регу-
лирует трафик субъединиц и их встраивание в
мембрану [53]. Сниженная активность протеин-
киназы А, обусловленная низким уровнем сАМР
в цитозоле (и, как результат, сниженная интен-
сивность фосфорилирования CREB), может при-
водить к тому, что количество функционально
активных AMPA-рецепторов на мембране может
снижаться [54]. Поскольку первичная деполяри-
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зация, необходимая для снятия магниевого блока
NMDA-рецепторов, обусловлена также и прито-
ком катионов через AMPA-рецепторы [55], то
вклад NMDA-рецепторов в общую деполяриза-
цию и приток ионов кальция из внешней среды
также может быть снижен. Суммируя эти факты,
можно предположить, что сниженная амплитуда
и скорость глобального увеличения [Ca2+]i в пе-
риод второй фазы Ca2+-ответа нейронов на OGD
могут объясняться понижением концентрации
сАМР в цитозоле клеток, вызванным активацией
α2-адренорецепторов.

В своих экспериментах мы показали, что ко-
личество мертвых клеток после моделирования
ишемии-реперфузии в культурах, предваритель-
но инкубированных в течение 24 ч в присутствии
гуанфацина, было значительно меньше, чем в куль-
турах без гуанфацина. Из этих данных сделан вывод
о том, что агонисты α2-адренорецепторов обладают
мощным антиапоптотическим действием. Возмож-
ным объяснением столь высокой выживаемости
клеток может быть активация NF-kB. Этот тран-
скрипционный фактор находится на “пересече-
нии” множества внутриклеточных сигнальных кас-
кадов, среди которых следует отметить следующие:
каскады с участием сАМР, TNFα, IL-1, сигнальный
путь PI3K-Akt [56–58]. Что касается сАМР-сопря-
женного пути активации NF-kB, то в результате ин-
гибирования аденилатциклазы Giα-субъединицей
α2-адренорецепторов количество сАМР и актив-
ность протеинкиназы A должны быть значительно
снижены, что позволяет исключить данный сиг-
нальный каскад.

Следует отметить, что агонисты α-адренерги-
ческих рецепторов способны изменять баланс
продукции про- и противовоспалительных цито-
кинов [59]. Количество мРНК IL-1β существенно
увеличилось после 24-часовой инкубации с гуан-
фацином, тогда как изменение количества мРНК
IL-6 в наших экспериментах не обнаружено. Зна-

чительное усиление экспрессии могло привести к
повышенной секреции IL-1, сопровождающейся
активацией соответствующих рецепторов (IL-1R).
Сигнальный каскад данного рецептора сопряжен
с активацией JAK и STAT [60]. Нами показано,
что экспрессия Stat3 усилилась после инкубации
культур с гуанфацином, что может свидетель-
ствовать о существенном вкладе данного пути.

Снижение экспрессии TNFα (в том числе сни-
жение и количества белка), показанное в наших
экспериментах, согласуется с данными, получен-
ными на иммунных клетках [59]. Подобное сни-
жение может быть связано с активацией астроци-
тов. Так, установлено, что активация астроцитов
выполняет защитную роль во время нейродегене-
ративных процессов, возникающих вследствие
воспалительных процессов в гиппокампе во вре-
мя ишемии, снижая уровень TNFα [61]. Общим
для сигнальных путей TNFα и PI3K-Akt является
то, что активация NF-kB происходит через кина-
зу IKK [62], но экспрессия IKK-киназы была в
наших экспериментах снижена. Следовательно,
скорее всего, вклад TNFα в активацию NF-kB
при активации α2-адренорецепторов минимален,
тогда как PI3K-Akt-каскад может быть частично
вовлечен в этот процесс. Известно, что активация
PI3-киназы может также происходить напрямую
через Gi-βγ-субъединицу α2-адренергического
рецептора [63]. Ранее нами было показано, что
активация PI3-киназы способствует выживанию
клеток нейроглиальной культуры в условиях кис-
лородно-глюкозной депривации [11]. В пользу
участия PI3K-Akt-каскада в реализацию антиапо-
птотического действия α2-адренорецепторов сви-
детельствует тот факт, что экспрессия генов p53 и
fas в наших экспериментах была снижена, воз-
можно, вследствие активации указанного сиг-
нального каскада. Известно, что Akt-индуциро-
ванное снижение экспрессии p53 способствует
выживанию нейронов гиппокампа при гипоксии

Рис. 4. Механизм нейропротекторного действия активаторов α2-адренергических рецепторов во время эпилепти-
формной активности. а – Добавление селективных агонистов α2-адренергических рецепторов гуанфацина (3 мкМ
GF) и UK-14,304 (1 мкМ, UK) к клеточным культурам гиппокампа. Светлая кривая – усредненный Са2+-сигнал не-
скольких десятков нейронов. Черная кривая – усредненный Са2+-сигнал нескольких десятков астроцитов. б – Аппли-
кация 5 мкМ ATP на фоне эпилептиформной активности нейронов (черная и серая кривые) гиппокампа, вызванной
заменой среды на безмагниевую (Mg2+-free), приводит к подавлению гипервозбуждения этих сетевых нейронов и уве-
личению Са2+ в цитозоле астроцитов (серая кривая). в – Изображения примембранной локализации ATP-содержа-
щих везикул, окрашенных хинакрином, полученные с помощью TIRF-микроскопии до и после аппликации 10 мкМ
дексмедетомидина (+ Декс). Представлен одиночный астроцит. г – Динамика секреции ATP-содержащих везикул во
времени, полученная с помощью TIRF-микроскопии, отражающая усиление секреции (падение флуоресценции хи-
накрина) при аппликации 10 мкМ дексмедетомидина (Декс). Секреция одиночных ATP-содержащих везикул до воз-
действия дексмедетомидина – нормальное проявление спонтанной секреторной активности астроцитов. д – Аппли-
кация гуанфацина (3 мкМ, GF) приводит к генерации Са2+-сигналов в астроцитах и подавлению эпилептиформных
Са2+-осцилляций в нейронах в безмагниевой среде. Эффект подавления гипервозбуждения нейронов гуанфацином
отменяется на фоне апиразы (apyrase, 35 ед.акт/мл), гидролизующей ATP. е – Подавление гипервозбуждения нейро-
нов в безмагниевой среде гуанфацином частично отменяется в присутствии ингибитора V-ATP-азы бафиломицина А1
(BafA1, 1 мкМ). ж – Са2+-осцилляции нейронов в безмагниевой среде не подавляются при добавлении 3 мкМ гуан-
фацина (GF) после 60-минутной преинкубации клеточной культуры с 1 мкМ бафиломицина А1. Кратковременные
аппликации 10 мкМ ATP и 35 мМ KCl в конце экспериментов производили для выявления астроцитов и нейронов в
культуре соответственно. Представлены Са2+-сигналы одиночных клеток, характерные для большинства нейронов и
астроцитов в сети.
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[64]. Следует обратить внимание, что экспрессия
антиапоптотического фактора Bcl-2 усиливалась
после длительной инкубации с гуанфацином. Как
известно, Bcl-2 может играть важную роль в по-
давлении апоптоза в нейрональных клетках после
эксайтотоксического повреждения или ишемии
[65]. Активация этого фактора может происхо-
дить как в рамках PI3K-Akt [66], так и в рамках
JAK-STAT-каскада (при участии STAT-3) [67].
Исходя из вышесказанного, можно сделать вы-
вод, что антиапоптотическое действие агонистов
α2-адренорецепторов может быть обусловлено
одновременно PI3K-Akt- и JAK-STAT-каскадами
и включать активацию факторов NF-kB и Bcl-2, а
IL-1 в данном случае может рассматриваться в ка-
честве протекторного соединения.

Большое внимание уделяется действию агони-
стов α2-адренорецепторов на нейроны. Однако,
рассматривая такую сложную систему, как ней-
роглиальные сети, нельзя не принимать во вни-
мание глиальные клетки. В данной работе нами
показано комплексное действие агонистов α2-ад-
ренорецепторов как на нейроны, так и на астро-
циты. Установлено, что помимо длительных эф-
фектов, сопряженных с изменением экспрессии
генов и подавлением апоптоза и воспалительного
ответа, гуанфацин и другие α2-агонисты способ-
ны проявлять и быстрое защитное действие, за-
ключающееся в стимуляции астроцитами везику-
лярной секреции ATP, которая подавляет гипер-
возбуждение в нейронах.

Работа выполнена при финансовой поддержке
грантов Президента РФ (МК-626.2018.4 и
МК-677.2019.4).
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A Complex Neuroprotective Effect of Alpha-2 Adrenergic Receptor Agonists
in a Model of Cerebral Ischemia–Reoxygenation In Vitro
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The mechanism of the neuroprotective action of α2-adrenergic receptor agonists in a model of oxygen-glu-
cose deprivation (OGD) in vitro was investigated. Using f luorescent microscopy, immunostaining, inhibitor
analysis, and real-time PCR analysis, we have demonstrated that OGD evokes a biphasic [Ca2+]i increase in
all cells in the culture. Initial Ca2+ impulse and neuronal Ca2+ oscillations are followed by a slower global in-
crease of [Ca2+]i in both cell populations. The accumulation of pro-inflammatory factors, such as IL1b and
TNFα, was observed during 40-min OGD. It was established that the reoxygenation is followed by the hyperexci-
tation of neurons, caspase-3 activation, and subsequent cell death. We showed that a 24-h pretreatment of cell cul-
tures with selective α2-adrenergic receptor agonists guanfacine and UK-14,304 abolished a global [Ca2+]i increase
in astrocytes and neurons but did not suppress the first phase of the OGD-induced Ca2+-impulse in astrocytes. In
addition, the number of dead cells after OGD was decreased in cell cultures pretreated with the α2-agonists. Guan-
facine inhibited caspase-3 activation and suppressed apoptosis in our experiments. In particular, the expression of
antiapoptotic genes Stat3 and Bcl-2 was enhanced after the pretreatment with guanfacine. On the contrary, the ex-
pression of proapoptotic genes (Socs-3, p53, fas, and Ikk) was decreased. Moreover, application of guanfacine
evokes Ca2+-response in astrocytes and leads to Ca2+-mediated ATP release and this way suppresses hyperexci-
tation of the neurons. Thus, the activation of astrocytes and Ca2+-mediated ATP release possibly contribute to the
complex neuroprotective effects of the α2-adrenergic receptor agonists.

Keywords: neurons, astrocytes, calcium ions, apoptosis, adrenergic receptors, neuroprotectors, ischemia,
hyperexcitation
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