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Белок теплового шока Hsp70 участвует в защите клетки от различных видов стресса. В числе прочих –
протеотоксический стресс, который возникает при развитии многих нейродегенеративных заболе-
ваний. В настоящей работе представлены данные об обнаружении малых молекул – производных
индолил- и пирролилазинов – способных активировать синтез Hsp70 и вызывать его накопление в
клетке. В работе оценен уровень токсичности найденных индукторов синтеза Hsp70 и продемон-
стрирована безопасность этих соединений. Представленные в работе производные индолил- и пир-
ролилазинов могут быть апробированы в качестве терапевтических агентов в моделях нейродегене-
ративных заболеваний.
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Шаперонная система – один из основных за-
щитных механизмов клетки от стрессирующих
факторов. С возрастом у людей снижается актив-
ность и эффективность шаперонного аппарата.
Этот процесс традиционно коррелирует с повы-
шением вероятности развития нейродегенера-
тивных заболеваний, ассоциированных с протео-
токсическим стрессом [1]. К подобным патологи-
ям следует отнести болезнь Альцгеймера, болезнь
Паркинсона, амиотрофический боковой склероз,
амилоидозы, обширную группу полиглутамино-
вых заболеваний и многие другие.

Одним из ключевых элементов шаперонной
системы является белок теплового шока Hsp70
(heat shock protein 70 kDa, HSPA1A). Hsp70 пре-
пятствует развитию апоптоза, участвует в протеа-
сомной деградации белков с некорректной кон-
формацией [2], способен связывать мутантные
неправильно свернутые белки и препятствовать
их и агрегации при нейродегенеративных процес-
сах [3].

В связи с этим исследователи возлагают боль-
шие надежды на применение химических индук-
торов белков теплового шока в качестве терапев-
тических агентов при лечении нейродегенератив-
ных патологий. Соединения, способные вызывать
накопление белка Hsp70 в клетках, продемон-
стрировали свою эффективность на моделях бо-
лезни Паркинсона [4], болезни Альцгеймера [5] и
многих других. К сожалению, ни одно из извест-
ных соединений, индуцирующих синтез Hsp70,
до сих пор не применяется в клинике. Одна из
причин – побочные эффекты, в частности акти-
вация каспазы-3 в мотонейронах [6]. Поэтому по-
иск новых безопасных индукторов синтеза бел-
ков теплового шока остается актуальной пробле-
мой современной нейробиологии.

Целью настоящей работы был поиск и вери-
фикация новых индукторов синтеза белка тепло-
вого шока Hsp70 среди доступной нам коллекции
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производных индолил- и пирролилазинов (в об-
щей сложности более 50 соединений).

Для поиска индукторов синтеза Hsp70 была
использована репортерная система, основанная
на клеточной линии HeLa-hsp70.1pr-luc, транс-
фицированной геном люциферазы под контро-
лем промотора, содержащего участок heat shock
element (HSE), который в норме регулирует экс-
прессию генов нескольких белков теплового шо-
ка, в частности, Hsp70. Активация промотора
происходит в ответ на тримеризацию белка Hsf1
[7] и приводит к накоплению люциферазы в мо-
дельных клетках.

Клетки карциномы шейки матки HeLa были
получены из Российской коллекции клеточных
культур (ИНЦ РАН, Санкт-Петербург). Клетки
культивировали в среде DMEM (Gibco, США),
содержащей 10% бычьей эмбриональной сыво-
ротки (Gibco, США), антибиотики пенициллин
100 ед./мл и стрептомицин 0.1 мг/мл (БиолоТ,
Россия) при 37°С и 5% CO2. Трансфекцию клеток
осуществляли с помощью агента Lipofectamine
3000 (Thermo Fisher Scientific, США) согласно ре-
комендациям производителя. Для выведения
клеток HeLa-hsp70.1pr-luc в устойчивую линию
использовали селективный антибиотик G418
(Gibco, США).

Анализ активности люциферазы в клетках
HeLa-hsp70.1pr-luc был проведен с помощью на-
бора BrightGlo (Promega, Великобритания) по
протоколу, рекомендованному производителем.
Для проверки потенциальных индукторов синте-
за Hsp70 к клеткам HeLa-hsp70.1pr-luc добавляли
химические соединения в концентрации 1 мкМ и
спустя 24 ч анализировали активность люцифера-
зы. Соединения, продемонстрировавшие способ-
ность активировать HSE, были затем проверены в

том же тесте повторно, но с использованием не-
скольких концентраций (рис. 1). Анализ резуль-
татов и их статистическую обработку здесь и да-
лее осуществляли с помощью программного
обеспечения GraphPad Prism 8. Было продемон-
стрировано, что производные пиррола PQ-29 и
индола IQ-113 в концентрации 0.1 мкМ увеличи-
вали активность люциферазы в 11.68 и 14.12 раза
соответственно (по отношению к активности лю-
циферазы в необработанных клетках). Увеличе-
ние концентраций PQ-29 и IQ-113 до 5 мкМ при-
водило к увеличению активности люциферазы до
17.47- и 27.82-кратного превосходства над необра-
ботанными клетками соответственно. Эти ре-
зультаты показывают, что обнаружены соедине-
ния, вызывающие активацию HSE и синтез бел-
ков, транскрипция генов которых находится под
контролем HSE-содержащего промотора.

Далее была проверена способность отобран-
ных соединений вызывать накопление белка
Hsp70 в культуре клеток нейробластомы человека
SH-SY5Y (получены из Российской коллекции
клеточных культур, условия культивирования
были такими же, как для клеток HeLa).

За 24 ч до эксперимента клетки рассевали в
6-луночную плату. Спустя сутки в ростовую среду
добавляли PQ-29 либо IQ-113 в концентрациях
0.1, 0.5, либо 1 мкМ. В качестве положительного
контроля индукции синтеза Hsp70 был использо-
ван тепловой шок при 43°С в течение 30 мин.
Спустя еще 24 ч клетки лизировали, лизат под-
вергали электрофоретическому разделению и ве-
стерн-блот анализу по описанному ранее прото-
колу [8]. Мембрану с перенесенными белками
последовательно инкубировали с мышиными ан-
тителами против Hsp70 клон 3C5 [9], GAPDH
(клон 6С5, Abcam, Великобритания) и затем с ан-
тителами против антител мыши, меченными пе-
роксидазой хрена (Abcam, Великобритания).
Окраску блота антителами против GAPDH ис-
пользовали в качестве контроля общей белковой
нагрузки проб. Результат гибридизации блота с
антителами приведен на рис. 2а. На основе трех
независимых экспериментов с помощью про-
граммного обеспечения TotaLab Quant был про-
изведен денситометричейкий анализ интенсив-
ности окраски полученных полос. Результат
оцифровки представлен на рис. 2б как нормиро-
ванное отношение интенсивности зон Hsp70 к
интенсивности референтного белка GAPDH.
Мы продемонстрировали, что PQ-29 и IQ-113 в
концентрации 1 мкМ вызывают увеличение ко-
личества белка Hsp70 в клетках нейробластомы
человека в 2.38 и 2.63 раза соответственно. Важно
отметить, что тепловой шок (43°С, 30 мин) при-
водил к повышению уровня Hsp70 в 2.35 раза, что
сопоставимо с влиянием PQ-29 и IQ-113.

Рис. 1. Инкубация клеток HeLa-hsp70.1pr-luc с соеди-
нениями PQ-29 и IQ-113 приводит к повышению ак-
тивности люциферазы. Различия с контролем досто-
верны (*) при р < 0.05 (критерий Манна–Уитни).
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Для изучения цитотоксических свойств PQ-29
и IQ-113 использовали тест определения активно-
сти внутриклеточных дегидрогеназ по Мосману
(МТТ-тест) согласно описанному ранее протоко-
лу [10]. Вычисление концентрации полумакси-
мального ингибирования (IC50) проводили на
основании результатов следующего эксперимен-
та. Клетки SH-SY5Y культивировали в присут-
ствии различных концентраций PQ-29 либо IQ-113.
Диапазон использованных концентраций состав-
лял от 0.1 до 409.6 мкМ с двукратным шагом. Спу-
стя 24 ч клетки анализировали с помощью МТТ-
теста. Для каждой экспериментальной точки бы-
ло сделано по три повторности. Было установле-
но, что IC50 для соединения PQ-29 составляет
15.93 мкМ, а для IQ-113 – 32.04 мкМ (рис. 3).

Таким образом, новые индукторы синтеза
Hsp70, особенно, TM-113 видятся гораздо более
безопасными в сравнении с аналогами. В каче-
стве примера можно привести найденное нами
ранее вещество U-133 (производное эхинохрома),
для которого параметр IC50 составлял немногим
более 5 мкМ [11], что в 3 раза ниже, чем IC50 для
PQ-29 и в 6 раз ниже в сравнении с IQ-113. Тем не
менее, очевидно, что изучение возможных побоч-
ных эффектов найденных индукторов Hsp70 на
клеточную физиологию должно стать предметом
будущих исследований.

С помощью репортерной системы, основан-
ной на клетках HeLa-hsp70.1pr-luc, были обнару-
жены производные индолил- и пирролилазинов,
которые вызывают накопление белка теплового
шока Hsp70 в клетках. Была продемонстрирована
безопасность соединений на культуре клеток
нейробластомы человека при использовании их в
концентрациях, вызывающих синтез Hsp70.

Рис. 2. Соединения PQ-29 и IQ-113 вызывают накоп-
ление белка Hsp70 в клетках нейробластомы человека
SH-SY5Y. (а) Результаты вестерн-блот анализа лиза-
тов клеток SH-SY5Y, инкубированных с веществами
в указанных концентрациях в течение 24 ч. (б) Ре-
зультат оцифровки интенсивности зон блота, пред-
ставленный как отношение интенсивности зон Hsp70
к интенсивности референтного белка GAPDH, нор-
мированное на значение, полученное для необрабо-
танных клеток. Различия с контролем достоверны (*)
при р < 0.05 (критерий Манна–Уитни).
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Рис. 3. Определение параметра IC50 для соединений PQ-29 и IQ-113 при воздействии на культуру клеток нейробласто-
мы человека SH-SY5Y.
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INDOLYL- AND PYRROLILAZINE DERIVATIVES CAUSE
THE ACCUMULATION OF HEAT SHOCK PROTEIN Hsp70 

IN SH-SY5Y HUMAN NEUROBLASTOMA CELLS
V. F. Lazareva,#, E. R. Mikhaylovaa, M. A. Mikeladzea, M. A. Trestsovab, I. A. Utepovab,c,
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The heat shock protein Hsp70 is involved in protecting cells from various types of stress. Among others – pro-
teotoxic stress, which occurs during the development of many neurodegenerative diseases. This work presents
data on the detection of small molecules – derivatives of indolyl- and pyrrolylazines – capable of activating
the synthesis of Hsp70 and causing its accumulation in the cell. The toxicity level of the new Hsp70 synthesis
inducers was evaluated and the safety of these compounds was demonstrated in experiments on neuroblasto-
ma SH-SY5Y cell line. Derivatives of indolyl- and pyrrolylazines presented in this work can be potential ther-
apeutic agents in models of neurodegenerative diseases that should be studied in more detail.

Keywords: molecular Chaperones, Hsp70 heat shock proteins, indolyl- and pyrrolilazine derivatives, heat
shock element, neurodegenerative diseases, synthesis inducers
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