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Исследованы нейропротекторные свойства N-докозагексаеноилдофамина (ДГК-ДА), эндогенного
биоактивного липида семейства нейролипинов, на дофаминергические нейроны среднего мозга
плодов мыши в культуре клеток после воздействия на них 1-метил-4-фенилпиридиния (МФП+) –
специфического нейротоксина катехоламинергических нейронов. Оценено состояние нейронов в
опыте (МФП+) и в контроле (0.9% NaCl) по числу выживших дофаминергических нейронов, длине
нейритов и содержанию в нейронах дофамина. Отмечено, что ДГК-ДА оказывает дозозависимое нейро-
протекторное воздействие на дегенерирующие под влиянием МФП+ дофаминергические нейроны, а
при концентрации 0.5 мкМ и ниже нейропротекторного действия не наблюдается. Установлено, что ней-
ропротекторный эффект в виде предотвращения гибели дофаминергических нейронов и деградации
нейритов проявляется при более высоких концентрациях ДГК-ДА (1.0 и 2.0 мкМ). Также обнаружено,
что на фоне действия МФП+ ДГК-ДА существенно снижает потерю дофамина в клетках нейронов.
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Изучение дегенерации нигростриатных дофа-
минергических нейронов (ДА-ергических нейро-
нов) и ее предотвращение с помощью лекарствен-
ных средств имеет большое значение для углублен-
ного познания патогенеза болезни Паркинсона
(БП) и разработки нейропротекторной терапии.
Действительно, БП – нейродегенеративное заболе-
вание, характеризующееся прогрессирующей ги-
белью ДА-ергических нейронов нигростриатной
системы мозга – ключевого звена регуляции дви-
гательной функции. При снижении содержания
дофамина в стриатуме у больных до порогового
уровня (20–30% нормы) появляются нарушения
двигательных функций в виде тремора, брадики-
незии и ригидности (Agid, 1991). Традиционное
лечение больных с использованием агонистов до-
фамина (ДА) способствует временной компенса-
ции функциональной недостаточности нигро-
стриатных ДА-ергических нейронов (Fahn, 2008),
но не останавливает гибель этих нейронов.

Отсутствие эффективной нейропротекторной
терапии делает особенно актуальным поиск но-

вых лекарственных средств с нейропротекторны-
ми свойствами, способных если не остановить, то
хотя бы замедлить гибель ДА-ергических нейронов,
что особенно важно на ранней стадии нейродегене-
ративного заболевания. Наиболее перспективными
считаются нейропротекторы эндогенного проис-
хождения, к которым относятся вещества, обладаю-
щие способностью защищать клетки от действия
вредных факторов. Этим свойством обладают био-
активные липиды из семейства нейролипинов
(эндованилоиды/эндоканнабиноиды и родствен-
ные соединения). Нейролипины и их рецепторы
участвуют во множестве физиологических реак-
ций: модулируют синаптическую передачу, влия-
ют на свойства К+, Ca2+-каналов и мембранных
транспортеров, а также регулируют моторное по-
ведение (Connor et al., 2010; Бобров и др., 2014;
Freestone et al., 2014). Кроме того, показано, что
каннабиноидные рецепторы и их агонисты, во-
влеченные в патогенез БП, способствуют выживае-
мости ДА-ергических нейронов (Guzmán et al., 2001;
Brotchie, 2003).
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Среди нейролипинов один из наиболее перспек-
тивных кандидатов на роль нейропротектора –
N-докозагексаеноилдофамин (ДГК-ДА) – ли-
ганд каннабиноидных рецепторов (Connor et al.,
2010; Бобров и др., 2014). До сих пор нейропро-
текторные свойства ДГК-ДА были показаны
только на культуре нейронов мозжечка крыс в
условиях дефицита К+ или окислительного стрес-
са (Bobrov et al., 2008; Генрихс и др., 2010; Бобров
и др., 2014), а также нейронов, дифференциро-
ванных из индуцированных плюрипотентных
стволовых клеток человека (Бобров и др., 2006;
Новосадова и др., 2017). При этом оказалось, что
ДГК-ДА обладает антиапоптотическим и антиок-
сидантным действием (Андрианова, 2009; Бобров
и др., 2006). Однако до сих пор не было попыток
оценить нейропротекторное влияние ДГК-ДА на
нигростриатные ДА-ергические нейроны, хотя
известно, что эти нейроны при БП погибают
именно в результате оксидативного стресса и
апоптоза (Dexter, Jenner, 2013; Dias et al., 2013).

Цель исследования – изучение в культуре клеток
нейропротекторных действий ДГК-ДА на ДА-ерги-
ческие нейроны, дегенерирующие под влиянием
1-метил-4-фенилпииридиний йодида (МФП+) –
специфического нейротоксина катехоламинер-
гических нейронов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Первичная культура ДА-ергических нейронов и
воздействия на нее. В работе использованы эм-
брионы мышей линии C57BL/6 на 13-е сут разви-
тия. Беременных самок наркотизировали изо-
флураном, извлекали матку и промывали ее охла-
жденным буфером Хенкса без Са2+ и Mg2+ (Gibco,
США) с добавлением антибиотиков гентамицина
и амфотерицина (Gibco). После декапитации эм-
брионов извлекали мозг и в охлажденном сте-
рильном буфере Хенкса без Са2+ и Mg2+ вырезали
вентральную область среднего мозга – закладку
черной субстанции. Выделенную ткань помеща-
ли в микропробирку со средой для суспендирова-
ния DMEM/F12, содержащей бессывороточную
добавку B-27, 0.5 мМ L-глутамин и антибиотики
(Gibco). Кусочки ткани механически диссоции-
ровали пипетированием.

Полученную суспензию клеток фильтровали с
помощью нейлонового фильтра (поры фильтра –
70 мкм) и центрифугировали 200 g, 5 мин при 4°С.
Образовавшийся осадок ресуспендировали в ней-
робазальной среде (neurobasal medium), включа-
ющей в себя бессывороточную добавку B-27,
0.5 мМ L-глутамина, 100 нг/мл фактора роста
нервов и 10 нг/мл мышиного фактора роста фиб-
робластов с добавлением гентамицина (Gibco).

Клеточную суспензию окрашивали трипановым
синим, после чего подсчитывали живые клетки в
камере Горяева. Выживаемость составляла 80–90%.

Затем клетки высаживали в предварительно
обработанные поли-L-лизином 24-луночные
планшеты (Corning, США) по 400 тыс. клеток в
каждую лунку и культивировали в нейробазаль-
ной среде (1 мл/лунку), содержащей бессыворо-
точную добавку B-27 (Gibco), 0.5 мМ L-глутами-
на и антибиотики, в атмосфере 5% CO2 при 37°C.
Среду культивирования заменяли каждые 2-е сут.
На 4-е сут в среду вводили 10 мкМ цитарабина
(Sigma, США) на 24 ч для устранения глии. На 7-е
сут в среду в различные лунки на 24 ч добавляли:
в контроле 2 мкл 0.9% NaCl, а в эксперименте
МФП+ (Sigma) в 2 мкл 0.9% NaCl (конечная кон-
центрация МФП+ 10 мкМ) и ДГК-ДА (98%-ной
чистоты, синтезирован в лаборатории оксилипи-
нов ИБХ РАН) (Bezuglov et al., 2001) в конечной
концентрации 0.5, 1 или 2 мкМ. Через 8 сут после
начала культивирования проводили морфологи-
ческий и биохимический анализ культуры.

Иммуноцитохимия. Во всех опытах с культурой
клеток иммуноцитохимически выявляли нейро-
ны, содержащие тирозингидроксилазу (ТГ). Для
этого культуральную среду отмывали фосфатно-
солевым буфером (ФСБ: NaCl – 137, KCl – 2.7,
Na2HPO4 – 10, KH2PO4 – 1.76 мМ, pH 7.3) 10 мин
при 4°С и клетки фиксировали 4%-ным парафор-
мальдегидом на 0.2 М фосфатном буфере
(pH 7.2–7.4) в течение 1 ч при 4°С. Затем культуру
клеток инкубировали поэтапно:

с 3%-ным бычьим сывороточным альбумином
(БСА) (Sigma) и 0.3% Triton X-100 (Sigma) на ФСБ
30 мин при 20°С;

с кроличьими антителами к ТГ (1 : 5000)
(предоставлены проф. Ж. Тибо, Франция) в
ФСБ, содержащем 1%-ный БСА и 0.1%-ный Tri-
ton X-100, в течение 20 ч при 20°С;

с биотинилированными козьими антителами к
антителам кролика (1 : 400) (VectorLaboratories,
США) на ФСБ в течение 2 ч при 20°С;

с авидин-биотиновым комплексом, связан-
ным с пероксидазой хрена (VectorLaboratories) на
ФСБ в течение 1 ч при 20°С. После каждой инкуба-
ции лунки промывали ФСБ в течение 30 мин при
20°С. В контроле на втором этапе инкубации клеток
из инкубационной среды исключали кроличьи
антитела к ТГ. Пероксидазу авидин-биотинового
комплекса выявляли в процессе инкубации с 0.05%
3,3'-диаминобензидинтетрогидрохлорида (Sigma) и
0.02% H2O2 на ФСБ при 20°С под визуальным кон-
тролем. Культуру клеток заключали в Mowiol 4-88
(Sigma).
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После выявления ТГ-иммунореактивных
(ТГ-ИР) нейронов лунки с культурой клеток ска-
нировали с помощью микроскопа Zeiss Observer
Z1 (Zeiss, Германия), оснащенного координат-
ным столом и фотокамерой, при увеличении объ-
ектива ×20/NA 0.4 EC Plan-Neofluar (Zeiss). С по-
мощью модуля MosaiX AxioVision (Zeiss) и про-
граммного обеспечения AxioVision 4.8
воссоздавали целостное изображение лунки. В
каждой лунке с помощью программы Image J
(Wayne Rasband – NIH, США) подсчитывали об-
щее число ТГ-ИР-нейронов. Кроме того, в каж-
дой лунке случайным образом выбирали по 100
ТГ-ИР-нейронов и определяли длину нейритов у
каждого из них в соответствии с ранее описанной
методикой (Rønn et al., 2000). Для этого с помо-
щью программы Photoshop СS 5.1 на изображение
ТГ-ИР-нейронов накладывали сеть параллель-
ных линий с интервалом 20 мкм и подсчитывали
число пересечений нейритов с этими линиями,
определяя длину нейритов (L) по формуле

где I – число пересечений нейритов с параллель-
ными линиями, d – расстояние (20 мкм) между
параллельными линиями.

Высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия с электрохимической детекцией (ВЭЖХ-ЭД).
Из гомогената клеточной культуры методом твер-
дофазной экстракции на оксиде алюминия экс-
трагировали дофамин и его метаболиты, содер-
жание которых определяли методом ВЭЖХ-ЭД.
Разделение ДА и метаболитов осуществляли на
обращенно-фазной колонке ReproSil-Pur, ODS-3,
4 × 100 мм с диаметром пор 3 мкм (Dr. Majsch
GMBH, Германия) при температуре 30°С и ско-
рости подвижной фазы 1 мл/мин, поддерживае-
мой жидкостным хроматографом LC-20ADsp
(Shimadzu, Япония). Мобильная фаза с pH 2.5
включала в себя 0.1 М цитратно-фосфатный бу-
фер, 0.3 мМ октансульфат натрия, 0.1 мМ ЭДТА и
9%-ный ацетонитрил (Sigma). Электрохимиче-

,
2
dL Iπ=

ский детектор Decade II (AntecLeyden, Нидерлан-
ды) был укомплектован стеклоуглеродным рабо-
чим электродом и хлорсеребряным электродом
сравнения. Пики катехоламинов и метаболитов
идентифицировали по времени их выхода в стан-
дартном растворе (в качестве стандартов использо-
вали адреналин, норадреналин, L-ДОФА, ДГБА,
ДОФУК, ДА в концентрации 50 пкМ). Содержание
ДА и метаболитов рассчитывали методом внут-
реннего стандарта как отношение площадей пи-
ков стандартной смеси и в образце с помощью
программного обеспечения LabSolutions (Shi-
madzu).

Статистическая обработка. Статистическую об-
работку данных выполняли с помощью комплекса
программ статистического анализа GraphPad Prism
Version 6.0 (GraphPad Software, США). Статистиче-
скую значимость результатов определяли с исполь-
зованием двухфакторного дисперсионного анализа
(1-way ANOVA) с последующим использованием те-
ста Тьюки для множественного сравнения средних.
Данные представлены как среднее арифметиче-
ское ± средняя ошибка.

Было проведено шесть экспериментов; в каждом
эксперименте данные, полученные после воздей-
ствия на клетки МФП+ и ДГК-ДА, сравнивали с
контролем. Результаты экспериментов в виде про-
центных отношений опыт/контроль приведены в
табл. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика ТГ-ИР-нейронов в первич-
ной культуре среднего мозга. Через 8 сут культи-
вирования клеток среднего мозга эмбрионов мы-
ши с добавлением в последние 24 ч в среду 0.9%
NaCl (контроль) были выявлены ТГ-ИР-нейро-
ны с овальными или полигональными телами
размером 8–10 мкм. Эти нейроны обладают 2–6
отростками (нейритами), ветвящимися по мере
отдаления от тел (рис. 1а). Число ТГ-ИР-нейро-
нов на лунку в первичной культуре составляло в

Таблица 1. Сравнение полученных морфологических данных, выраженных в процентных отношениях средних
значений по сравнению с контролем, принятым за 100%

Примечание. БП – болезнь Паркинсона; ВЭЖХ-ЭД – высокоэффективная жидкостная хроматография с электрохимиче-
ской детекцией; ДА – дофамин; ДА-ергические – дофаминергические; ДГК-ДА – N-докозагексаеноилдофамин; MФП+ –
1-метил-4-фенилпиридиний йодид; ФСБ – фосфатно-солевой буфер; ТГ-ИР – тирозингидроксилаза-иммунореактивный.

Параметр 10 мкМ МФП+, %
0.5 мкМ ДГК-ДА + 

+ МФП+, %
1.0 мкМ ДГК-ДА + 

+ МФП+, %
2.0 мкМ ДГК-ДА + 

+ МФП+, %

Число ТГ-ИР нейронов 41.78 50.47 77.91 44.19

Содержание дофамина/лунку 44.43 46.43 81.26 70.86

Длина нейритов/клетку 45.34 41.69 62.01 57.83
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среднем 215 ± 10 (рис. 2а), а общая длина нейри-
тов на нейрон 505 ± 21 мкм (рис. 2б). В процессе
иммуногистохимии в контроле при инкубации
клеток без антител к ТГ специфическое иммуно-
корашивание отсутствует. Общее содержание ДА
в первичной культуре ТГ-ИР-нейронов на лунку
составляло 0.69 ± 0.06 пмоль на лунку (рис. 3).

ТГ-ИР-нейроны после инкубации с МФП+. Вве-
дение через 7 сут после начала культивирования
нейронов в культуральную среду МФП+ (10 мкМ)
через 24 ч привело к снижению числа ТГ-ИР-ней-
ронов на лунку на 58% по сравнению с контролем –
после введения 0.9% NaCl вместо МФП+ (рис. 1б, 2а).
При этом под влиянием МФП+ средняя длина ней-

Рис. 1. Тирозингидроксилаза-иммунореактивные (ТГ-ИР) нейроны в 8-суточной диссоциированной культуре после
24 ч инкубации с 0.9% NaCl – контроль (а); МФП+ в концентрации 10 мкМ (б); МФП+ (10 мкМ) совместно с 1.0 мкМ
ДГК-ДА (в). Масштаб: 50 мкм.

(a)

(б)

(в)

50 мкм
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ритов на нейрон уменьшилась на 55% (рис. 2б), а об-
щее содержание ДА в нейронах на лунку – на 56%
по сравнению с контролем (рис. 3).

ТГ-ИР нейроны после инкубации с МФП+ и ДГК-ДА.
Одновременное добавление в культуру клеток из
среднего мозга эмбрионов мыши 10 мкМ МФП+

и 0.5 мкМ ДГК-ДА через 24 ч привело к уменьше-
нию числа ТГ-ИР-нейронов на 49.5% и общей
длины нейритов на нейрон на 58% по сравнению
с контролем (введение в среду 0.9% NaCl) (рис. 2).
При введении в культуральную среду 1 мкМ
ДГК-ДА и 10 мкМ МФП+ число нейронов умень-
шилось на 22%, а общая длина нейритов на ней-
рон – на 38% по сравнению с контролем (введе-
ние в среду 0.9% NaCl) (рис. 1в, 2). При этом об-
щее содержание дофамина в нейронах было
снижено на 19% по сравнению с контролем (0.9%
NaCl) (рис. 3). При добавлении в культуральную
среду 2 мкМ ДГК-ДА и 10 мкМ МФП+ число ТГ-
ИР-нейронов на лунку уменьшилось на 56%, а об-
щая длина нейритов на нейрон – на 42% по срав-
нению с контролем (введение в среду 0.9% NaCl)
(рис. 2). В этом же опыте общее содержание до-
фамина на лунку уменьшилось на 29% по сравне-

Рис. 2. Число ТГ-ИР-нейронов (тел) на лунку (а) и
общая длина отростков на нейрон (б) после 7 сут
культивирования и 24 ч инкубации в присутствии
0.9% NaCl (контроль), 10 мкМ МФП+, 10 мкМ
МФП+ и 0.5 мкМ ДГК-ДА, 10 мкМ МФП+ и 1 мкМ
ДГК-ДА, 10 мкМ МФП+ и 2 мкМ ДГК-ДА. * – р < 0.05
по сравнению с контролем; ** – р < 0.05 по сравне-
нию с выбранным параметром.
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Рис. 3. Содержание ДА в культуре ТГ-ИР-нейронов в
контроле и через 24 ч после введения МФП+ (10
мкМ) или МФП+ одновременно с ДГК-ДА в различ-
ных концентрациях. * – р < 0.05 по сравнению с кон-
тролем; ** –р < 0.05 по сравнению с выбранным пара-
метром.
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нию с контролем (введение в среду 0.9% NaCl)
(рис. 3).

Цитотоксичность ДГК-ДА. Для оценки ток-
сичности ДГК-ДА на ДА-нейроны была проведена
24-ч инкубация первичной культуры с ДГК-ДА в
концентрациях без добавления МФП+. Оценка
количества ТГ-ИР-нейронов показала, что в кон-
центрации 1.0 мкМ наблюдалось незначительное
(на 6–7%) уменьшение числа позитивных ТГ-ИР-
нейронов по сравнению с контролем (p = 0.0515). В
результате инкубации культуры с 2.0 мкМ ДГК-ДА
на 13% статистически значимо уменьшилось число
ТГ-ИР-нейронов относительно контроля. Между
дозировками 1 и 2 мкМ ДГК-ДА также имеется
различие (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В соответствии с общепринятой методологией

скрининга кандидатов лекарственных средств ис-
следования начинаются с тестирования физиоло-
гических эффектов in vitro, что позволяет доказать
прямое действие на клеточную мишень и изучить
молекулярные механизмы действия. С помощью
этой методологии оценивали предполагаемое
нейропротекторное действие ДГК-ДА на дегене-

рирующие ДА-ергические нейроны нигростриат-
ной системы мозга, играющие в норме ключевую
роль в центральной регуляции двигательной
функции, а при дегенерации, являющиеся клю-
чевым звеном патогенеза болезни Паркинсона.

В данной работе в качестве источника ДА-ер-
гических нейронов использовали первичную
культуру нейронов среднего мозга, полученную
от эмбрионов мыши на 13-е сут развития. Дегене-
рацию ДА-ергических нейронов вызывали через
7 сут после начала культивирования путем добав-
ления в среду МФП+ – специфического токсина
катехоламинергических нейронов, вызывающего
оксидативный стресс. Специфичность действия
МФП+ на ДА-ергические нейроны обусловлена
его захватом из среды в эти нейроны с помощью
мембранного транспортера ДА (Javitch et al., 1985;
Bezard et al., 1999; Choi et al., 2015). МФП+ – продукт
дезаминирования в мозге протоксина – МФТП, ко-
торый широко используется для моделирования БП
in vivo, а его аналог (героин) вызывает паркинсонизм
у людей (Langston et al., 1984; Javitch et al., 1985;
D’Amato et al., 1986).

ДА-ергические нейроны в культуре идентифи-
цировали по наличию ТГ – первого ключевого фер-
мента синтеза катехоламинов, который является
идеальным маркером, поскольку равномерно рас-
пределен по всему катехоламинергическому нейро-
ну (от дендритов до терминалей аксонов). Исполь-
зование этого маркера позволяет гарантированно
выявить в эмбриональной закладке черной суб-
станции (в вентральной части среднего мозга) толь-
ко ДА-ергические нейроны, поскольку в ней не со-
держатся другие катехоламинергические нейроны
(Sawamoto et al., 2001). Более того, ранее было пока-
зано, что для количественной оценки дегенерации
ДА-ергических нейронов может быть использован
только количественный иммуноцитохимический
анализ ТГ-ИР-нейронов. Так, было показано, что
уменьшение числа ТГ-ИР-нейронов в черной суб-
станции под действием специфических нейро-
токсинов идентично числу дегенерировавших в
этой области нейронов (Petroske et al., 2001; Turmel
et al., 2001). Альтернативный подход к оценке деге-
нерации клеточной культуры с помощью подсчета
апоптозных клеток с морфологически изменен-
ными ядрами после их окрашивания флуоресцент-
ными красителями (Columbano, 1995; Choi et al.,
2000; Бессмельцев и др., 2011) недостаточно то-
чен, так как основан на субъективной оценке из-
менения морфологии ядра либо изменения ин-
тенсивности флуоресценции, а поэтому исполь-
зуется для качественной, а не для количественной
характеристики нейродегенерации.

На первом этапе работы дана количественная
оценка дегенерации ДА-ергических нейронов

Рис. 4. Процентное отношение числа ТГ-ИР-нейро-
нов к контролю через 24 ч после инкубации с ДГК-ДА
в отсутствие МФП+. * – р < 0.05 по сравнению с кон-
тролем. ** – р < 0.05 по сравнению с выбранным па-
раметром.
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при добавлении в среду культивирования нейро-
нов среднего мозга 10 мкМ МФП+. В качестве пря-
мых показателей дегенерации нейронов использо-
вали уменьшение числа ТГ-ИР-нейронов на лунку
и укорочение нейритов на нейрон при действии
МФП+ по сравнению с контролем (0.9% NaCl), а в
качестве косвенного показателя – снижение об-
щего содержания ДА в нейронах на лунку. По по-
лученным данным эти показатели снизились в
опыте по сравнению с контролем соответственно
на 58.2, 54.7 и 55.6%.

В дальнейших экспериментах в среду добавля-
ли одновременно 10 мкМ МФП+ и ДГК-ДА – те-
стируемый нейропротектор – в концентрациях
0.5, 1.0 и 2.0 мкМ. Добавление в культуральную
среду 0.5 мкМ ДГК-ДА не повлияло на действие
МФП+ ни по одному из оцениваемых показателей.
Ярко выраженный нейропротекторный эффект
ДГК-ДА проявился при добавлении в культураль-
ную среду вместе с МФП+ ДГК-ДА в концентра-
ции 1 мкМ. При этом число ТГ-ИР-нейронов,
длина нейритов и содержание ДА хотя и уменьши-
лись по сравнению с контролем (0.9% NaCl), но в
гораздо меньшей степени, чем при действии
только МФП+. В такой же степени были снижены
деградация нейритов ТГ-ИР-нейронов и общее
содержание дофамина в нейронах.

Несмотря на то что ДГК-ДА оказывает нейро-
протекторное влияние на дофаминергические
нейроны и в более высокой дозе (2 мкМ), харак-
тер действия существенно отличается от такового
в дозе 1 мкМ. Так, при культивировании нейро-
нов в присутствии МФП+ и ДГК-ДА в дозе 2 мкМ
деградации подвергается такое же число дофами-
нергических нейронов, как и при добавлении в
среду только МФП+. Однако длина нейритов на
ТГ-ИР-нейрон и общее содержание в выживших
нейронах дофамина увеличены в такой же степе-
ни, как и при действии ДГК-ДА в дозе 1 мкМ, по
сравнению с инкубацией культуры в присутствии
только МФП+.

Из полученных данных следует, что нейропро-
текторное действие ДГК-ДА на дегенерирующие
ДА-ергические нейроны меняется количествен-
но и качественно в зависимости от концентрации
нейропротектора. Так, при самой низкой из ис-
пользованных концентраций (0.5 мкМ) ДГК-ДА
нейропротекторное действие не наблюдается, то-
гда как при средней концентрации (1 мкМ) отме-
чено наиболее выраженное нейропротекторное
воздействие, причем в этом случае ДГК-ДА в го-
раздо большей степени защищает тела нейронов
от деградации, чем их отростки (нейриты). В са-
мой высокой из использованных концентраций
(2 мкМ) ДГК-ДА в меньшей степени защищает от
гибели тела нейронов, но в гораздо большей сте-

пени защищает и/или стимулирует рост нейритов
выживших нейронов. Важно отметить, что общее
содержание ДА на лунку, являющееся важней-
шим показателем нейротрансмиттерной функ-
ции нейронов, поддерживается на одном уровне
независимо от характера нейропротекторных эф-
фектов при дозах ДГК-ДА 1 и 2 мкМ.

Гетерогенный характер влияния ДГК-ДА в
различных концентрациях на дегенерирующие
ДА-ергические нейроны косвенно свидетель-
ствует о различных дозозависимых механизмах
действия этого нейропротектора. Вероятно, речь
идет об антиоксидантных свойствах ДГК-ДА. С
одной стороны, показано, что оксидативный
стресс приводит к гибели ДА-ергических нейро-
нов как при моделировании БП in vitro и in vivo,
так и у больных при БП (Dexter, Jenner, 2013), а с
другой стороны, продемонстрировано, что ДГК-
ДА способствует выживанию гранулярных ней-
ронов мозжечка крысы в условиях оксидативного
стресса, вызванного H2O2 (Bobrov et al., 2008).

Помимо антиоксидантного ДГК-ДА демон-
стрирует также антиапоптотические свойства,
снижая активность каспаз 3 и 9 (Генрихс и др.,
2010; Бобров, 2014) – ферментов, запускающих
апопотоз – основной путь дегенерации нейронов
при хронических заболеваниях мозга, включая
дегенерацию нигростриатных ДА-ергических
нейронов при БП (Anglade et al., 1997; Olanow,
Tatton, 1999; Hartmann et al., 2000). Кроме того,
было показано, что ДГК-ДА обладает выражен-
ными иммуномодулирующими свойствами
(Wang et al., 2017).

Таким образом, на клеточной культуре нейро-
нов получены доказательства нейропротекторно-
го дозозависимого воздействия ДК-ДА на дегене-
рирующие ДА-ергические нейроны среднего
мозга.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Программы Президиума РАН “Фундаменталь-
ные исследования для биомедицинских техноло-
гий”, проект № 0101-2018-0019.
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Neuroprotective Effect of N-docosahexaenoyldopamine on Degenerating Dopaminergic 
Neurons of Mesencephalon

S. A. Surkov1, #, E. R. Mingazov1, V. E. Blokhin1, A. I. Sturova1, N. M. Gretskaya2, G. N. Zinchenko2, 
V. V. Bezuglov2, and M. V. Ugrumov1
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This study was aimed to evaluate the neuroprotective effect of N-docosahexaenoyldopamine (DHA-DA),
endogenous bioactive lipid of the neurolipin family, on mesencephalic dopaminergic neurons of mouse fe-
tuses in cell culture under exposure to 1-methyl-4-phenylpyridinium+ (MPP+), specific neurotoxin of cate-
cholaminergic neurons. The state of neurons in the experiment (MPP+) and in the control (0.9% NaCl) was
specified according to three parameters: the number of survived dopaminergic neurons, the length of the neu-
rites and the total content of dopamine in the neurons. DHA-DA was shown to have a dose-dependent neu-
roprotective effect on degenerating dopaminergic neurons under the influence of MPP+. DHA-DA at a con-
centration of 0.5 μM does not provide a neuroprotective effect. However, at a higher concentration it has a
neuroprotective effect, preventing the death of dopaminergic neurons and the degradation of neuritis. At a
concentration of 1 μM DHA-DA protects the neuron cell bodies from the degradation to a higher extent than
their processes, whereas at the concentration 2 μM, it protects and/or stimulates to a higher extent the growth
of processes of surviving neurons. In addition, DHA-DA reduces significantly the loss of dopamine in neu-
rons under the exposure to MPP+. Thus, it has been shown that DHA-DA has a dose-dependent neuropro-
tective effect on degenerating dopaminergic neurons.
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