
НЕЙРОХИМИЯ, 2020, том 37, № 2, с. 173–182

173

АНАЛИЗ РОЛИ ХИНОНРЕДУКТАЗЫ 2 В МЕХАНИЗМЕ 
ПРОТИВОПАРКИНСОНИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ АФОБАЗОЛА
© 2020 г.   И. А. Кадников1, *, Д. Н. Воронков2, М. В. Воронин1, С. Б. Середенин1

1Федеральное государственное бюджетное научное учреждение
“Научно-исследовательский институт фармакологии им. В.В. Закусова”, Москва, Россия

2Федеральное государственное бюджетное научное учреждение 
“Научный центр неврологии”, Москва, Россия

Поступила в редакцию 21.06.2019 г.
После доработки 15.07.2019 г.

Принята к публикации 30.07.2019 г.

На экспериментальной модели болезни Паркинсона изучено содержание дофамина в стриатуме,
плотность TH+ нейронов в черной субстанции и двигательная активность мышей при введении
препарата афобазол, взаимодействующего с Sigma-1 и МТ1 рецепторами, а также регуляторными
сайтами МАО А и хинонредуктазы 2 (NQO2, MT3 рецептор), и его основного метаболита М-11, се-
лективно взаимодействующего лишь с регуляторным сайтом NQO2. Препараты вводили внутри-
брюшинно в течение 14 дней с началом курса через 30 мин после унилатерального интрастриатного
введения 5 мкг 6-гидроксидофамина (6-OHDA). Афобазол и М-11 проявляли нейропротекторные
свойства. Во всех экспериментах эффективная доза афобазола (2.5 мг/кг) оказалась значимо ниже в
сравнении с М-11 (7.5 мг/кг). В использованной экспериментальной модели показан вклад NQO2 в
противопаркинсоническое действие афобазола наряду с другими мишенями препарата.
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Список сокращений
АФК – активные формы кислорода
ГВК – гомованилиновая кислота
ДА – дофамин
ДОФУК – дигидроксифенилуксуная кислота
М-11 – 2-[2-(3-оксоморфолин-4-ил)-этил-

тио]-5-этоксибензимидазола гидрохлорид
6-OHDA – 6-гидроксидофамин
DAPI – 4',6-диамидино-2-фенилиндол
DAQ – дофамин-хинон
DHBA – 3,4-дигидроксибензиламин
МТ3 рецептор – мелатониновый рецептор

третьего типа
NQO2 – хинонредуктаза 2
Sigma1R – сигма-1 рецептор
SNc – компактная часть черной субстанции
TH – тирозингидроксилаза

ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Паркинсона – распространенное

нейродегенеративное заболевание, клинически
проявляющееся брадикинезией, тремором в по-
кое, мышечной ригидностью и постуральной не-
устойчивостью. Симптомы болезни Паркинсона
обусловлены гибелью дофаминергических ней-
ронов компактной части черной субстанции
(Substantia nigra pars compacta, SNc) и их термина-
лей в стриатуме. К настоящему времени не суще-
ствует эффективных способов медикаментозной
терапии заболевания [1]. Поэтому чрезвычайно
актуален поиск новых фармакологических мише-
ней, регуляция которых способна обеспечить за-
щиту и восстановление функциональной актив-
ности нейронов нигростриатного пути.

Морфологические и нейрохимические осо-
бенности нейронов SNc обуславливают их вос-
приимчивость к повреждающим влияниям как в
наследственных, так и идиопатической формах бо-
лезни Паркинсона [2–5]. Основными механизмами
повреждения нейронов хинонными производными
дофамина (DAQ) считаются ковалентное связыва-
ние со свободным цистеином и тиольными группа-
ми белков [6], усиление продукции АФК в окисли-
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тельно-восстановительных циклах [7], образова-
ние ДА аддуктов с ДНК [8, 9]. В нейронах SNc
дофамин (ДА) способен автоокисляться с образо-
ванием DAQ и АФК [10]. Поэтому важная роль в
процессе повреждения клетки DAQ принадлежит
хинонредуктазе 2 (NQO2, EC 1.10.5.1). Этот фла-
вопротеин экспрессируется в головном мозге и
обладает способностью восстанавливать хинон-
ные производные катехоламинов с образованием
их нестабильных хинольных форм и усиливать
образование АФК [11–13]. Фермент обладает ре-
гуляторным сайтом, тождественным мелатони-
новому рецептору третьего типа (МТ3) [14]. У па-
циентов с болезнью Паркинсона чаще встречает-
ся мутантный вариант гена NQO2 с высокой
экспрессией фермента, что согласуется с усиле-
нием продукции АФК в условиях in vitro [15]. Од-
ним из доноров электронов для NQO2 служит
N-метилдигидроникотинамид (N-methyldihy-
dronicotinamide) [16]. У больных обнаружено по-
вышение уровня фермента никотинамид N-ме-
тилтрансферазы, синтезирующего окисленную
форму кофактора (N-methylnicotinamide) [17, 18].
Не исключено, что NQO2 может действовать и
как флавиновый переключатель (flavin redox
switch), который в зависимости от наличия в
клетке субстратов фермента и окислительно-вос-
становительного потенциала FAD меняет кон-
формацию, приобретает способность вступать во
взаимодействие с различными низкомолекуляр-
ными веществами и влиять на активность белков
[19–21]. Известно, что дофамин способствует ак-
тивации белка p53 и развитию апоптоза нейронов
[22], тогда как ингибиторы p53 оказывают защит-
ное действие на дофаминергические нейроны
[23, 24]. Эти соединения нормализуют двигатель-
ную активность при моделировании болезни
Паркинсона [23]. Показано, что при угнетении
митохондриального дыхания NQO2 способен к
перемещению в ядро, где стабилизирует и акти-
вирует p53. Применение shRNA или ингибитора
NQO2 препятствует стабилизации p53 [25]. Лите-
ратурные данные указывают на нейропротектор-
ную активность лигандов МТ3 рецептора, инги-
бирующих фермент [26, 27].

В ФГБНУ “НИИ фармакологии им. В.В. Заку-
сова” разработан анксиолитик афобазол (5-эток-
си-2-[2-(морфолино)-этилтио] бензимидазола
дигидрохлорид) [28]. Установлены лигандные
свойства препарата к МТ3 рецептору (Ki = 9.7E-7 M)
[29] и его способность ингибировать NQO2 [30].
Другими мишенями афобазола являются шаперон
Sigma1R (Ki = 5.9E-6 M), регуляторный сайт
МАО-А (Ki = 3.6E-6 M), мелатониновый рецептор
МТ1 (Ki = 1.6E-5 M) [29]. В экспериментах in vitro и
in vivo установлена нейропротекторная активность
афобазола [31–33]. При моделировании болезни
Паркинсона введением 6-OHDA афобазол препят-

ствовал снижению уровня ДА в стриатуме опыт-
ных мышей [34]. Однако при мультитаргетных
взаимодействиях препарата вклад NQO2 в проти-
вопаркинсонический эффект остаётся неизвест-
ным. В наших исследованиях найден удобный ин-
струмент для анализа участия NQO2 в фармакоди-
намике афобазола. Оказалось, что основной
метаболит афобазола соединение 2-[2-(3-оксомор-
фолин-4-ил)-этилтио]-5-этоксибензимидазола
гидрохлорид (М-11) [35] среди молекулярных ми-
шеней афобазола взаимодействует лишь с МТ3 ре-
цептором (Ki = 3.9E-7 M) [29]. М-11 ингибирует
фермент в сопоставимых с афобазолом концен-
трациях [36]. Таким образом, анализ различий в
эффектах афобазола и М-11 позволит оценить
вклад NQO2 в эффекты исходного соединения.
Поэтому целью настоящей работы стало сравни-
тельное изучение действия афобазола и его мета-
болита М-11 при моделировании болезни Пар-
кинсона интрастриатным введением 6-OHDA.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы. В работе использованы следующие
реактивы: 5-этокси-2-[2-(морфолино)-этилтио]
бензимидазола дигидрохлорид (афобазол) и его
основной метаболит 2-[2-(3-оксоморфолин-4-
ил)-этилтио]-5-этоксибензимидазола гидрохло-
рид (М-11) (ФГБНУ “НИИ фармакологии имени
В.В. Закусова”, Россия), аскорбиновая кислота,
NaCl, HClO4, сахароза, формальдегид, поликло-
нальные антитела к тирозингидроксилазе Т8700,
вторичные антитела, конъюгированные с флуо-
рохромом CF488 SAB4600045, 4',6-диамидино-2-
фенилиндол (DAPI), среда FluoroShield (Sigma-
Aldrich, США), Тритон-Х100 (Amresco, США)
хлоралгидрат (Serva, Германия), 3,4-дигидрокси-
бензиламин (DHBA), дофамин (ДА), дигидрок-
сифенилуксусная кислота (ДОФУК), гомовани-
линовая кислота (ГВК), KH2PO4, H3PO4, лимон-
ная кислота, EDTA-Na2, октансульфоновая
кислота, ацетонитрил (Fluka, США), среда Tissue
Tek O.C.T (Fisher Scientific, США).

Животные. Эксперименты выполнены на мы-
шах-самцах аутбредной линии ICR (CD-1) массой
25–30 г (n = 74), полученных из НПП Питомника
лабораторных животных ФИБХ. Мышей содержа-
ли в условиях вивария (20–22°С, относительная
влажность 30–70%, 12-ти часовой световой цикл)
по 5–10 особей в пластиковых клетках со свобод-
ным доступом к пище и воде. Согласно решению
комиссии ФГБНУ “НИИ фармакологии им. В.В.
Закусова” по биоэтике все процедуры в исследо-
вании соответствовали этическим принципам об-
ращения с животными.

Моделирование болезни Паркинсона ин-
трастриатным введением 6-OHDA. За 30 мин до
операции животное анестезировали хлоралгидра-
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том (400 мг/кг, внутрибрюшинно) и помещали в
стереотаксические рамки (Stoelting Motorized Ste-
reotaxis, Stoelting Co., Великобритания), где
опытным животным однократно вводили
6-OHDA в правый стриатум в координатах A =
= 0.4; L = 1.8; V = –3.5, относительно брегмы [37].
Концентрация 6-OHDA составляла 5 мкг на 1 мкл
раствора, содержащего 0.9% NaCl и 0.02% аскор-
биновой кислоты. Опытным животным вводили
1 мкл раствора 6-OHDA со скоростью 0.5 мкл/мин
гамильтоновским шприцом с иглой из нержавею-
щей стали (30 gauge), иглу извлекали через 2 мин
после окончания инъекции. Ложнооперирован-
ным животным вводили 1 мкл контрольного рас-
твора, содержащего 0.9% NaCl и 0.02% аскорби-
новой кислоты, в тех же стереотаксических коор-
динатах.

Схема введения препаратов. Афобазол в дозе
2.5 мг/кг, М-11 в дозах 2.5 и 7.5 мг/кг и плацебо
(вода для инъекций) вводили в/б ежедневно на
протяжении 14 сут с началом курса через 30 мин
после интрастриатной инъекции 6-OHDA или
контрольного раствора. Растворы препаратов
вводили из расчета 0.1 мл на 10 г массы животного.
Животные были разделены на 5 эксперименталь-
ных групп: ложнооперированные, получавшие
плацебо (n = 14); опытные, получавшие плацебо
(n = 16); опытные, получавшие афобазол (n = 14);
опытные, получавшие М-11 в дозе 2.5 мг/кг (n =
= 15) и опытные, получавшие М-11 в дозе 7.5 мг/кг
(n = 15).

Тест “вращающийся стержень”. Исследование
двигательной активности мышей линии ICR
(CD-1) в тесте “вращающийся стержень” проводи-
ли на экспериментальной установке Rota-rod/RS
LE 8500 (диаметр стержня 3.2 см) (Panlab/Harvard
Apparatus). Для адаптации мышей в установке и
исключения из исследования малоподвижных
животных в эксперимент включены две обучаю-
щие сессии. Первую обучающую сессию прово-
дили на 12 сут после введения 6-OHDA. Каждое
животное дважды помещалось в эксперименталь-
ную установку при скорости вращения стержня
4 об./мин с перерывом не менее 60 мин. Вторую
обучающую сессию проводили на 13 сутки после
введения 6-OHDA при скорости вращения
стержня 10 об./мин. Манипуляции с животными
были аналогичны первой обучающей сессии. Жи-
вотные, находившиеся на вращающемся стержне
менее минуты в одной из обучающих сессий, ис-
ключались из эксперимента [38].

На 14 сут после введения 6-OHDA исследовали
способность мышей удерживаться в тесте при по-
стоянной и увеличивающейся скоростях враще-
ния стержня. Для этого экспериментальное жи-
вотное помещали на вращающийся стержень с
постоянной скоростью 20 об./мин и засекали вре-
мя до падения животного со стержня на платфор-

му. Во втором варианте теста экспериментальное
животное помещали на стержень, вращающийся
с начальной скоростью 4 об./мин и замеряли вре-
мя до падения на платформу. Максимальное чис-
ло оборотов (40 об./мин) [39] достигалось за
5 мин. Каждое животное проходило оба варианта
теста по 3 раза с перерывом 30 мин между попыт-
ками. Замер времени прекращали после 120 с
удерживания животного на стержне при фикси-
рованной скорости вращения и 180 с при возрас-
тающей. Для статистической обработки данных
каждого варианта теста отбиралось максималь-
ное время удерживания из трех попыток. Двига-
тельная активность в тесте определена для 5 экс-
периментальных групп: ложнооперированные,
получавшие плацебо (n = 7); опытные, получав-
шие плацебо (n = 9); опытные, получавшие афо-
базол (n = 9); опытные, получавшие М-11 в дозе
2.5 мг/кг (n = 10) и опытные, получавшие М-11 в
дозе 7.5 мг/кг (n = 10).

Метод ВЭЖХ-ЭД. ДА и его метаболиты опре-
деляли в поврежденном и интактном стриатумах
головного мозга мышей методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии с электрохи-
мической детекцией (ВЭЖХ-ЭД). Через 14 сут
после введения 6-OHDA мышей декапитировали
и извлекали головной мозг. Левый и правый
стриатумы выделяли при температуре тающего
льда (0–4°С) на фильтровальной бумаге, смочен-
ной 0.32 М раствором сахарозы. Каждый выде-
ленный стриатум замораживали в жидком азоте
(–196°С), взвешивали и хранили при температуре
–80°C. Для определения содержания моноаминов и
их метаболитов выделенный стриатум гомогенизи-
ровали в 0.1 M НClO4 с добавлением в качестве
внутреннего стандарта 3,4-дигидоксибензиламина
(DHBA) в концентрации 0.25 нмоль/мл в шаровом
гомогенизаторе Tissue LyserLT (Quiagen, Герма-
ния) с частотой 45 ударов в минуту в течение
5 мин. Пробы центрифугировали при 10000× g в
течение 10 мин при 4°C. Надосадочную жидкость
в объеме 20 мкл наносили на аналитическую ко-
лонку Kromasil C-18 4.6 × 150 (Dr.Maisch, Герма-
ния) с помощью автосемплера SIL-20 ACHT (Shi-
madzu, Япония). Моноамины и их метаболиты
разделяли на колонке с использованием в каче-
стве подвижной фазы 0.1 М цитратно-фосфатно-
го буфера, содержащего 0.3 мМ октансульфоната
натрия, 0.1 мМ ЭДТА и 8% ацетонитрила (рН 3.0).
Определение моноаминов и их метаболитов осу-
ществляли на хроматографической станции Shi-
madzu LC-20 Prominence (Shimadzu, Япония) с
использованием электрохимической ячейки ESA
5011 (Е1 = –175; Е2 = +250) и электрохимического
детектора Coulochem III (ESA, США). Скорость
потока подвижной фазы составляла 1 мл/мин.
Полученные результаты обрабатывали на ПК с
использованием программно-аппаратного ком-
плекса “Мультихром 1.5” (Ampersand, Россия).
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Анализ моноаминов в стриатумах проводили в 5
экспериментальных группах: ложнооперирован-
ные, получавшие плацебо (n = 14); опытные, по-
лучавшие плацебо (n = 16); опытные, получавшие
афобазол (n = 14); опытные, получавшие М-11 в
дозе 2.5 мг/кг (n = 15) и опытные, получавшие М-11
в дозе 7.5 мг/кг (n = 15).

Иммунгистохимический анализ. Через 14 сут
после введения 6-OHDA мышей декапитировали
и извлекали головной мозг. Мозг животных фик-
сировали в 4% формалине, приготовленном на
фосфатном солевом буфере (PBS, pH 7.2–7.4) 24 ч.
Образцы выдерживали в 30% растворе сахарозы,
и заливали средой Tissue Tek O.C.T. после чего на
замораживающем микротоме Sakura Tissue Tek
Cryo3 готовили серию фронтальных срезов сред-
него мозга, толщиной 12 мкм в области черной
субстанции. Срезы перед окрашиванием подвер-
гали процедуре тепловой демаскировки антигена
в микроволновой печи (0.1 М цитратный буфер,
pH 6.0, 600 W, 5 мин), после остывания их выдер-
живали в PBS с 0.1% Тритон X-100 в течение часа.
Для выявления дофаминовых нейронов черной
субстанции срезы инкубировали 16 ч с кроличьи-
ми поликлональными антителами к тирозингид-
роксилазе (TH, Sigma, T8700), в разведении 1 : 500.
Связывание иммуноглобулинов кролика визуа-
лизировали при помощи антител козы, конъюги-
рованных с флуорохромом CF488 (Sigma) [40].
Ядра клеток подкрашивали с помощью DAPI.
Срезы заключали в среду FluoroShield под по-
кровные стекла и исследовали под флуоресцент-
ным микроскопом Nikon Eclipse, c соответсвую-
щим набором фильтров. Изображения получали
при помощи цифровой камеры Nikon DS-Qi.

В программе ImageJ (NIH), подсчитывали
плотность TH-позитивных (TH+) нейронов с яд-
рами, попадающими в плоскость среза, при уве-
личении объектива ×40. Подсчет проводили на
3–6 срезах с каждого животного, взятых на раз-
ных уровнях черной субстанции (в ростральном,
медиальном, каудальном отделах). На каждом
срезе на ипси- и контралатеральной сторонах от-
носительно введения 6-OHDA клетки подсчиты-
вали в 5–7 полях зрения (площадью 0.044 мм2).
Полученные данные усредняли для каждого жи-
вотного. Изменения плотности нейронов в чер-
ной субстанции на стороне повреждения выража-
ли в процентах, относительно противоположного
полушария. Содержания TH определяли в груп-
пах ложнооперированных животных (n = 6) и
опытных животных, получавших плацебо (n = 7),
афобазол (n = 9) опытные, получавшие М-11 в до-
зе 2.5 мг/кг (n = 6) и опытные, получавшие М-11 в
дозе 7.5 мг/кг (n = 8).

Статистическая обработка экспериментальных
данных. Соответствие полученных данных нор-
мальному распределению проверяли критериями

Д’Агостино–Пирсона и Шапиро–Уилка. Так как
распределение данных содержания ДА, его мета-
болитов и времени удерживания мышей на враща-
ющемся стержне в значительной части выборок
отличалось от нормального, то для дальнейшей
обработки использовали методы непараметриче-
ской статистики. Оценку статистической значи-
мости различий проводили с применением знако-
во-рангового критерия Вилкоксона и непарамет-
рического аналога дисперсионного анализа по
Краскелу–Уоллису с обработкой методом мно-
жественных сравнений по Данну (Kruskal–Wallis
test, Dunn’s post hoc). Оценку статистической
значимости различий плотности TH+ нейронов
проводили с применением однофакторного дис-
персионного анализа с обработкой методом мно-
жественных сравнений по Holm–Sidak. Таблич-
ные данные представлены в виде медиан и ниж-
него и верхнего квартилей (Mdn (q25–75)).
Данные на гистограммах представлены в виде ме-
диан (минимум–максимум) (Mdn (min–max) с
указанием среднего значения. Статистическая
обработка и визуализация полученных данных
осуществлялись с помощью программного пакета
GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, San Di-
ego California USA (www.graphpad.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ
На 14-е сут после инъекции 6-OHDA в правый

стриатум мышей ICR, получавших плацебо, заре-
гистрировано более чем двукратное снижение
уровня ДА по сравнению с их интактным стриа-
тумом и поврежденным стриатумом ложноопери-
рованных мышей (рис. 1). Внутрибрюшинное ве-
дение афобазола в дозе 2.5 мг/кг на протяжении
14-ти дней с началом курса через 30 мин после
интрастриатного введения 6-OHDA статистиче-
ски значимо повышало уровень ДА в поврежден-
ном стриатуме опытных мышей и восстанавлива-
ло его содержание до значений, зафиксирован-
ных у ложнооперированных животных (рис. 1).
Хроническое введение М-11 в дозе 2.5 мг/кг не
изменяло содержания ДА в поврежденном стриа-
туме опытных животных (рис. 1). Однако увели-
чение дозы М-11 до 7.5 мг/кг вызывало увеличе-
ние уровня ДА в поврежденном стриатуме, анало-
гично действию афобазола. Афобазол и М-11 в
обеих дозах не влияли на уровень ДА в интактном
стриатуме опытных мышей в сравнении с кон-
трольными значениями (рис. 1).

Снижение уровня ДОФУК в поврежденном
стриатуме опытных животных соответствует
уменьшению содержания ДА в данной экспери-
ментальной группе (рис. 2). Несмотря на восста-
навливающее влияние афобазола на ДА в группе
опытных животных, содержание ДОФУК в по-
вреждённом стриатуме сохранилось на более низ-
ком уровне в сравнении с ложнооперированными



НЕЙРОХИМИЯ  том 37  № 2  2020

АНАЛИЗ РОЛИ ХИНОНРЕДУКТАЗЫ 2 177

животными (рис. 2). Количество ДОФУК в ин-
тактном стриатуме животных, получавших афо-
базол, также оказалось значимо ниже по сравне-
нию с интактным стриатумом животных, полу-
чавших М-11 в обеих дозах (рис. 2). Соединение
М-11 в дозе 2.5 мг/кг не оказывало влияния на
уровень ДОФУК в поврежденном 6-OHDA стри-
атуме. В дозе 7.5 мг/кг метаболит М-11 вызывал
повышение уровня ДОФУК до контрольных зна-
чений (рис. 2).

Уровень ГВК в поврежденном стриатуме
опытных животных, получавших плацебо, пони-
жался по сравнению с контралатеральным стриа-
тумом и поврежденным стриатумом ложноопери-
рованных животных (рис. 3). Соединение М-11 в
дозе 2.5 мг/кг не влияло на уровень ГВК (рис. 3).
Афобазол в дозе 2.5 мг/кг и М-11 в дозе 7.5 мг/кг
статистически значимо повышали содержание
ГВК в поврежденном стриатуме по сравнению с

группой плацебо, которое, однако, не достигало
уровня контралатерального стриатума (рис. 3). В
отличие от М-11 в дозе 7.5 мг/кг действие афоба-
зола и М-11 в дозе 2.5 мг/кг статистически значи-
мо не различались.

Через 14 сут после введения 6-OHDA наряду с
падением уровня ДА в стриатуме зафиксировано
уменьшение плотности ТН+ нейронов в ипсила-
теральной SNc (рис. 4) и почти двукратное сни-
жение их количества относительно контралате-
ральной стороны (рис. 5). Афобазол в дозе
2.5 мг/кг статистически значимо увеличивал
плотность и относительное количество TH+ ней-
ронов в ипсилатеральной SNc (рис. 4, 5). Соеди-
нение М-11 в дозе 2.5 мг/кг не влияло на количе-
ство ТН+ нейронов в SNc опытных мышей. При
увеличении дозы М-11 до 7.5 мг/кг метаболит ста-

Рис. 1. Действие афобазола и М-11 на содержание до-
фамина в стриатуме мышей при моделировании бо-
лезни Паркинсона. Примечания. Данные представ-
лены в виде Mdn (min–max). “+” – среднее значение.
Л.О. – ложнооперированные животные. 6-OHDA –
опытные животные.  – интактный стриатум,  – по-
врежденный стриатум. Kruskal–Wallis test, Dunn’s
post hoc: ** p < 0.01 – статистически значимые разли-
чия по сравнению с поврежденным стриатумом лож-
нооперированных животных, получавших плацебо.
## p < 0.01 – статистически значимые различия по
сравнению с поврежденным стриатумом опытных
животных, получавших плацебо. m p < 0.05, mm p < 0.01 –
статистически значимые различия по сравнению с
поврежденным стриатумом опытных животных по-
лучавших М-11 в дозе 2.5 мг/кг. Wilcoxon test: ^ p <
< 0.05, ̂ ^ p < 0.01 – статистически значимые различия
по сравнению с поврежденным стриатумом в отдель-
ной экспериментальной группе.
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Рис. 2. Действие афобазола и М-11 на содержание
ДОФУК в стриатуме мышей при моделировании бо-
лезни Паркинсона. Примечания. Данные представ-
лены в виде Mdn (min–max). “+” – среднее значение.
Л.О. – ложнооперированные животные. 6-OHDA –
опытные животные.  – интактный стриатум,  – по-
врежденный стриатум. Kruskal–Wallis test, Dunn’s
post hoc: * p < 0.05, ** p < 0.01 – статистически значи-
мые различия по сравнению с поврежденным стриа-
тумом ложнооперированных животных, получавших
плацебо. ## p < 0.01 – статистически значимые разли-
чия по сравнению с поврежденным стриатумом опыт-
ных животных, получавших плацебо. mm p < 0.01 – ста-
тистически значимые различия по сравнению с по-
врежденным стриатумом опытных животных
получавших М-11 в дозе 2.5 мг/кг. a p < 0.05 – стати-
стически значимые различия по сравнению с интакт-
ным стриатумом опытных животных получавших
афобазол в дозе 2.5 мг/кг. Wilcoxon test: ^ p < 0.05,
^^ p < 0.01 – статистически значимые различия по
сравнению с поврежденным стриатумом в отдельной
экспериментальной группе.
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тистически значимо увеличивал количество ТН+
нейронов в ипсилатеральной SNc (рис. 4, 5).

В тесте “вращающийся стержень” при посто-
янной скорости вращения медиана времени удер-
живания опытных животных, получавших плаце-

бо, уменьшилась по сравнению с ложноопериро-
ванными животными (табл. 1). Хроническое
введение М-11 в дозе 2.5 мг/кг не изменяло время
удерживания опытных животных (табл. 1). Афо-
базол в дозе 2.5 мг/кг увеличивал время удержи-
вания на стержне при фиксированной скорости
вращения в сравнении с опытными животными,
получавшими плацебо и М-11 в дозе 2.5 мг/кг.
Увеличение дозы М-11 до 7.5 мг/кг приводило к
увеличению времени удерживания опытных жи-
вотных на стержне, аналогично действию афоба-
зола. Схожие зависимости были зарегистрирова-
ны в тесте с возрастающей скоростью вращения
стержня (табл. 1). Медиана времени удерживания
на стержне опытных животных, получавших пла-
цебо, в этих условиях снизилась в 1.85 раза по
сравнению с ложнооперированными животными
(табл. 1). Соединение М-11 в дозе 2.5 мг/кг не
влияло на токсическое действие 6-OHDA. Афо-
базол или М-11 в дозе 7.5 мг/кг нивелировали
действие 6-OHDA, приводя время удерживания
на стержне этих животных к контрольным значе-
ниям. (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Содержание ДА и его метаболитов в стриатуме
контрольных и опытных животных соответству-
ют ранее опубликованным данным [34]. Наряду
со снижением уровня ДА в стриатуме опытных
животных выявлено уменьшение числа ТН+ ней-
ронов SNc, что соответствует ретроградному ток-
сическому действию 6-OHDA [37, 38]. На увели-
ченной выборке животных повторно показана
способность афобазола восстанавливать уровень
ДА в стриатуме опытных мышей [34]. Совместно
с повышением содержания ДА в стриатуме введе-
ние афобазола приводило к увеличению количе-
ства TH+ нейронов SNc, что свидетельствует о
нейропротекторной активности препарата [38,
41–43]. Нейрохимические изменения, выявленные
при курсовом применении афобазола, сопровож-
дались нормализацией двигательной активности

Рис. 3. Действие афобазола и М-11 на содержание
ГВК в стриатуме мышей при моделировании болезни
Паркинсона. Примечания. Данные представлены в
виде Mdn (min–max). “+” – среднее значение. Л.О. –
ложнооперированные животные. 6-OHDA – опыт-
ные животные.  – интактный стриатум,  – повре-
жденный стриатум. Kruskal–Wallis test, Dunn’s post
hoc: ** p < 0.01 – статистически значимые различия
по сравнению с поврежденным стриатумом ложно-
оперированных животных, получавших плацебо. # p
< 0.05, ## p < 0.01 – статистически значимые различия
по сравнению с поврежденным стриатумом опытных
животных, получавших плацебо. mm p < 0.01 – стати-
стически значимые различия по сравнению с повре-
жденным стриатумом опытных животных получав-
ших М-11 в дозе 2.5 мг/кг. Wilcoxon test: ̂ p < 0.05, ̂ ^ p
< 0.01 – статистически значимые различия по сравне-
нию с поврежденным стриатумом в отдельной экспе-
риментальной группе.
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Рис. 4. Влияние афобазола и М-11 на число ТН+ нейронов в ипсилатеральной черной субстанции при моделировании
болезни Паркинсона. Примечания. Л.О. – ложнооперированные животные. 6-OHDA – опытные животные. Снимки
сделаны при увеличении объектива ×10.
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опытных животных в тесте “вращающийся стер-
жень”, что подтверждает наши предыдущие дан-
ные [44] и указывает на возможность предотвраще-
ния двигательных нарушений при профилактиче-
ском введении препарата. Судя по литературным
данным, все известные белковые мишени афобазо-
ла могут опосредовать антипаркинсоническое дей-
ствие препарата [45–49]. В качестве удобного ин-
струмента для изучения вклада NQO2 в механизмы
действия афобазола нами предложено сравнение
эффектов препарата с действием его метаболита
М-11. Ранее на модели менадионовой генотоксич-
ности в суспензии клеток костного мозга мышей
афобазол и его метаболит М-11, селективно взаи-
модействующий с МТ3 рецептором, проявляли
цитопротекторное свойства в разных концентра-
циях [50, 51]. Эти результаты согласуются с насто-
ящим исследованием in vivo, где афобазол был
эффективен в дозе 2.5 мг/кг, а М-11 лишь при уве-
личении дозы до 7.5 мг/кг вызывал восстановле-
ние уровня ДА стриатума, увеличение количества
ТН+ нейронов ипсилатеральной SNc и нормали-
зацию двигательной активности опытных живот-
ных. Полученные данные демонстрируют роль
NQO2 в развитии нейропротекторного действия
афобазола и соответствуют ранее опубликован-
ным работам. Так, внесение ингибитора NQO2 в
культуры клеток нейробластомы или нейронов,
инкубируемых в присутствии косубстрата и адре-
нохрома, снижало продукцию АФК [52]. Ингиби-

торы фермента препятствовали снижению актив-
ности митохондрий и повышали выживаемость
гиппокампальных нейронов при действии мена-
диона или депривации ростовой среды [26]. На
модели культуры астроцитов показано негатив-
ное влияние параквата на процесс аутофагии, ко-
торое устранялось ингибированием NQO2 [47].
Нокаутные по гену NQO2 мыши демонстрирова-
ли более высокую обучаемость в тесте вращаю-
щийся стержень, что выражалось в увеличении
времени удерживания [26].

В нашем исследовании выявлены количе-
ственные различия в нейропротекторном дей-
ствии афобазола и М-11. Эффективная доза афо-
базола оказалась в три раза меньше в сравнении с
М-11. Схожие зависимости действия афобазола и
М-11 от концентраций были установлены ранее в
экспериментах in vitro [50, 51], где с использованием
селективных лигандов доказан вклад Sigma1R в ци-
топротекторное действие афобазола [50]. В настоя-
щей работе оба препарата восстанавливали уровень
ДА стриатума опытных животных, однако афоба-
зол значимо не влиял на содержание ДОФУК, что
можно связать с его ингибирующим влиянием на
МАО-А [53].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, полученные данные позволя-
ют сделать заключение о вкладе NQO2 в механиз-

Рис. 5. Влияние афобазола и М-11 на относительное количество TH+ нейронов в ипсилатеральной черной субстанции
при моделировании болезни Паркинсона. Примечания. Данные представлены в виде Mdn (min–max). “+” – среднее
значение. Л.О. – ложнооперированные животные. 6-OHDA – опытные животные. Kruskal–Wallis test, Dunn’s post hoc:
** p < 0.01 – статистически значимые различия по сравнению с поврежденным стриатумом ложнооперированных жи-
вотных, получавших плацебо. # p < 0.05, ## p < 0.01 – статистически значимые различия по сравнению с поврежден-
ным стриатумом опытных животных, получавших плацебо. mm p < 0.01 – статистически значимые различия по срав-
нению с поврежденным стриатумом опытных животных получавших М-11 в дозе 2.5 мг/кг.
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мы нейропротекторного действия афобазола в
использованной экспериментальной модели бо-
лезни Паркинсона. Установленные результаты и
ранее выполненные исследования показали, что
в фармакодинамике афобазола шаперон Sigma1R
и NQO2 аддитивно формируют нейропротектор-
ный эффект.
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Analysis of the Role of Quinone Reductase 2
in the Mechanism of Anti-Parkinsonic Action of Afobazole

I. А. Kadnikova, D. N. Voronkovb, М. V. Voronina, and S. B. Seredenina

aZakusov Research Institute of Pharmacology, Moscow, Russia
bResearch Center of Neurology, Moscow, Russia

In an experimental model of Parkinson’s disease, the dopamine content in the striatum, the density of TH+
neurons in the substantia nigra, and the motor activity of mice were studied after the administration of afoba-
zole, which interacts with Sigma-1 and MT1  receptors as well as regulatory sites of MAO A and quinone re-
ductase 2 (NQO2, MT3 receptor), and its main metabolite M-11, which selectively interacts only with the
regulatory site of NQO2. The drugs were administered intraperitoneally for 14 days with the start of the course
30 minutes after unilateral intrastriatal administration of 5 μg of 6‑hydroxydopamine (6‑OHDA). Afobazole
and M‑11 showed neuroprotective properties. In all experiments, the effective dose of afobazole (2.5 mg/kg)
was significantly lower compared to M-11 (7.5 mg/kg). The experimental model used shows the contribution
of NQO2 to the antiparkinsonian effect of afobazole along with other drug targets.

Keywords: 6-hydroxydopamine, afobazole, the main metabolite of afobazole M-11, quinone reductase 2, striatum,
dopamine, substantia nigra, tyrosine hydroxylase, rotating rod
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