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Актуальность. Изучение механизмов действия ингибиторов ядерного фермента поли (АТФ-рибозо) полимеразы-1 
(PARP-1) на динамику изменения внутриклеточной концентрации Ca2+ ([Ca2+]i), содержание АТФ в нейронах и их выживае-
мость при избыточной стимуляции глутаматных рецепторов способствует пониманию биохимических процессов при 
инсультах мозга и подбору препаратов для терапии последствий. Цель. Определить изменения [Ca2+]i, концентрации ATФ 
([ATФ]) и выживаемости клеток при одновременном действии токсических концентраций глутамата (Glu) и ингибиторов 
PARP-1, и выяснить возможность участия нейрональной NO-синтазы (nNOS) в активации PARP-1. Методы и материа-
лы. Исследование выполнено с использованием 7-8 дневных первичных культур нейронов мозжечка крысы. Изменения [Ca2+]
i определяли методом флуоресцентной микроскопии с помощью Fura-FF. Cодержание [АТФ] измеряли с использованием лю-
циферин-люциферазной биолюминесценции. Выживаемость нейронов оценивали с помощью МТТ-теста по восстановле-
нию соли тетразолия до формазана. Активность PARP-1 и nNOS контролировали с помощью ингибиторов. Результаты. 
Показано, что ингибиторы PARP-1 миноциклин (0,2 мкМ) и бензамид 1 мМ) отдаляют наступление индуцированной глута-
матом отсроченной кальциевой дизрегуляции, уменьшают понижение внутриклеточной [АТФ] и увеличивают выживае-
мость культивируемых нейронов. Ингибитор nNOS 7-нитроиндазол (100мкМ) оказывал на [ATФ] и выживаемость нейронов 
эффекты, аналогичные ингибиторам PARP-1. Выводы. Положительныое действие ингибиторов PARP-1 и nNOS на выжива-
емость клеток, подвергнутых токсическому действию Glu, обусловлено, вероятно, тем, что ингибиторы поддерживают 
более высокую [ATФ] во время и после прекращения воздействия Glu, позволяя большей доле нейронов в культуре восста-
новить ионный гомеостаз. 
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Background. Studying mechanisms of the nuclear enzyme, poly (ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1), inhibition on changes in intracellular 
Ca2+ ([Ca2+]i and ATP [ATP] concentrations in neurons provides understanding of biochemical processes in stroke and helps selection of drugs 
for the treatment of consequences of glutamate hyperexcitability. Aim. To determine changes in [Ca2+]i, [ATP], and cell survival under a simul-
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taneous action of toxic concentrations of glutamate (Glu) and PARP-1 inhibitors, and to elucidate a possibility of neuronal NO synthase (nNOS) 
contribution to the PARP-1 activation. Methods and materials. Changes in [Ca2+]i were studied using fluorescence microscopy. The [ATP] was 
measured using luciferin-luciferase bioluminescence. Survival of neurons was assessed using the MTT assay based on reduction of a tetrazoli-
um salt into formazan. Results. The PARP-1 inhibitors, minocycline (0.2 μM) and benzamide (1 mM), delayed the onset of the secondary rise 
of [Ca2+]i (delayed calcium dysregulation), limited the Glu-induced decrease in intracellular [ATP], and improved survival of cultured neurons. 
The nNOS inhibitor, 7-nitroindazole (100 μM), exerted effect on [ATP] and neuron survival similar to those of PARP-1 inhibitors. Conclusion. The 
positive effects of PARP-1 nNOS inhibitors on cell survival were presumably due to the fact that the inhibitors maintained a higher [ATP] during 
and after the end of the toxic Glu action, which allowed a greater proportion of cultured neurons to restore the ion homeostasis. 
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Введение
Гиперстимуляция глутаматных рецепторов, воз-

никающая при инсульте, черепно-мозговой травме, 
эпилепсии и некоторых нейродегенеративных заболе-
ваниях, приводит к развитию каскада патологических 
изменений, существенную роль в которых играют на-
рушения ионного гомеостаза, образование свободных 
радикалов и дисфункция митохондрий нейронов [1, 2]. 
Следствием этих нарушений является повреждение и 
гибель нейронов. Длительное воздействие глутамата 
(Glu) на первичные нейрональные культуры вызывает 
двухфазный подъем внутриклеточной концентрации 
свободных ионов кальция ([Ca2+]i). Вторичный подъем 
[Ca2+]i (отсроченная кальциевая дизрегуляци, ОКД) воз-
никает всегда синхронно с сильной митохондриальной 
деполяризацией и завершается гибелью нейронов [1-3]. 
Токсическое действие Glu стимулирует образование в 
нейронах активных форм кислорода (АФК) и активиру-
ет NO-синтазы (NOS). Активация нейрональной (nNOS) 
и индуцибельной (iNOS) NOS в нейронах и глии при-
водит к увеличению содержания оксида азота (•NO). 
При нарушении циклов оксида азота и наличии высоких 
концентраций АФК •NO быстро превращается в корот-
коживущий пероксинитрит (ONOO–), распадающийся 
на чрезвычайно реакционно-способные диоксид азота 
(•NO2) и •ОН-радикал [4], способные повреждать мно-
гие функциональные и структурные компоненты клеток 
[4], в том числе ДНК [5]. 

Длительное повышение [Ca2+]i и [•NO] и последу-
ющее повреждение структуры ДНК вызывает гиперак-
тивацию ядерного фермента поли (АДФ-рибозо) поли-
меразы (PARP-1) [4, 5]. Избыточная активация PARP-1, 
входящего в систему репарации ДНК, может приводить 
к энергетическому коллапсу в результате деэнергизации 
митохондрий из-за избыточного расхода NAD+ [5] и ин-
гибирования поли (AДФ-рибозой) начального фермента 
гликолиза гексокиназы [6]. 

Ранее было установлено, что ингибиторы PARP-1 за-
щищают культивируемые нейроны от повреждения и гибе-
ли при гиперстимуляции Glu рецепторов [2]. В настоящей 

работе исследовано влияние ингибиторов PARP-1 и NOS 
на нарушения Са2+ гомеостаза, снижение [АТФ] и выжива-
емость клеток в первичных культурах гранулярных нейро-
нов мозжечка при эксайтотоксическом действии Glu. 

Материалы и методы исследования
Для приготовления культуры зернистых клеток моз-

жечка использовали ранее описанную методику [3, 7]. 
Эксперименты с животными выполняли в соответствии 
с этическими принципами и нормативными документа-
ми, рекомендованными Европейским научным фондом 
(ESF) и декларацией о гуманном отношении к живот-
ным. Кратко: 7-8 дневных крыс анестезировали, дека-
питировали, выделенные мозжечки трипсинизировали, 
отмывали раствором Хенкса, а затем культуральной сре-
дой NBМ (Neurobasal Medium, «Gibco», США). Клетки 
диспергировали до получения однородной суспензии, 
центрифугировали, осаждённые клетки ресуспендиро-
вали в NBM и высаживали на покровные стекала или 
лунки плашек из расчета (0,4-0,5) × 106 кл./мл. Клетки 
использовали после достижения культурами 7-11-днев-
ного возраста. 

Для определения [Ca2+]i культивируемые нейроны 
нагружали низкоаффинным Ca2+ индикатором Fura-FF  
в форме ацетоксиметилового (АМ) эфира (2 мкМ, 
50мин, 37°С). Изменения митохондриального потенци-
ала (ΔΨm) отслеживали, окрашивая клетки потенци-
ал-чувствительным зондом Rh123 (2,5 мкг/мл, 15мин, 
при 37°С). Измерения выполнены при 27-29°С в буфере, 
содержащем (мM): 135 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 20 
HEPES, 5 D-глюкозы; pH 7,4. Измерения [Ca2+]i проводи-
ли на установке, включающей инвертированный микро-
скоп Olympus IX -71, систему освещения Sutter Labmda 
10-2 с 175 Вт ксеноновой лампой (Sutter Instruments, 
США) и CCD-камеру CoolSNAP HQ2 (Photometrics, 
США), управляемых с помощью компьютерной про-
граммы MetaFluor (Molecular Devices, США). 

Для определения содержания АТФ использовали 
метод люциферин-люциферазной биолюминесценции 
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с помощью плашечного ридера-люминометра Lucy-1 
(«Antos», Австрия), как описано ранее [7]. Воздействие 
100 мкМ Glu осуществляли в растворе, не содержащем 
Mg2+, в течение 30 мин в присутствии 10 мкМ глицина 
при 23-25°С. Для ингибирования PARP-1 использова-
ли 0,2 мкM миноциклин (Mcn) и 3мМ бензамид (BA).  
В качестве ингибитора nNOS применяли 7-нитроинда-
зол (NI, 100 мкМ). 

Определение доли нейронов, выживших через  
24 часа после воздействия Glu (100 мкМ, 30 мин.) и 
ингибиторов PARP-1 и nNOS, проводили с помощь 
МТТ-теста по восстановлению соли тетразолия МТТ до 
сильно поглощающего свет формазана. Микроагрегаты 
формазана, образовавшиеся в клетках, растворяли в ди-
метилсульфоксиде и измеряли поглощение растворов в 
96-луночной плашке на ридере Униплан (Россия) при 
λ = 530 нм. Долю выживших клеток (%) оценивали как 
отношение оптических плотностей исследуемого образ-
ца к поглощению раствора формазана в контрольных 
лунках. 

Сигналы Fura-FF, Rh-123, АТФ-зависимой биолю-
минесценции и результаты МТТ-теста обрабатывали, 
используя программы Excel-2007, Prizm-4 и методы ва-
риационной статистики. В каждой серии экспериментов 
одна выборка состояла из 3-5 опытов, выполненных в 
разные дни. В состав каждого опыта входило 3-4 образ-
ца сестринских культур.

Флуоресцентный Ca2+ индикатор Fura-FF/AM и по-
тенциал-чувствительный зонд Rh123 приобретены у 
ThermoFisher (США). АТФ определяли методом био-
люминесценции с помощью аналитического набора 
(«Promega», США). Количество белка в лунках при ана-
лизе содержания АТФ определяли по методу Брэдфорда 
с использованием наборов («Fluka», «Sigma-Aldrich»). 
Остальные реагенты – фирмы «Sigma» (США). 

Результаты исследования
Влияние миноциклина и бензамида на изменения 

[Ca2+]i, индуцированные Glu.
Изменения [Ca2+]i, индуцированные Glu (100 мкМ, 

10 мкМ глицина, 0 Mg2+) в гранулярных нейронах моз-
жечка крысы, имеют двухфазный характер (рис.1, А, 
В, Д). Длительное воздействие Glu вызывает сначала 
быстрый подъем [Ca2+]i, который стабилизируется на 
уровне 1-3мкМ [3]. После латентного периода (лаг-пе-
риода), продолжительность которого индивидуальна 
для каждой клетки и находится в диапазоне от единиц 
до десятков минут (рис. 1, А), в нейронах развивается 
вторичный подъем [Ca2+]i, так называемая, ОКД. 

Развитие ОКД сопряжено, по крайней мере, отчасти 
с дефицитом АТA в цитозоле [8], причиной которого 
может быть исчерпание NAD+ в результате гиперак-
тивации PARP-1. Для проверки эффекта ингибиторов 
PARP-1 на ОКД в культивируемых нейронах из моз-
жечка мы использовали миноциклин (Mcn, 200 мкМ) и 
бензамид (ВА, 1 мМ). Наиболее часто применяемым ин-
гибитором служит ВА, который имеет IC50 = 3,3 мкМ.  
Mcn является самым высокоаффинным ингибитором 
PARP-1 и имеет константу ингибирования ~14 нМ [9]. 

Добавление Mcn или ВА к покоящимся нейронам не 
приводило к заметным изменениям [Ca2+]i (рис. 1, Б, В) 
и митохондриального потенциала (не показано). Спу-
стя 30 мин. после добавления Glu развитие ОКД отме-
чалось у 65,8% (25/38) нейронов, тогда как в присут-
ствии ВА и Mcn ОКД развивалась за тот же промежу-
ток времени, соответственно, в 25,6% (10/39) и 56,5% 
(26/46) нейронов (рис. 1, Г). Дальнейшая инкубация 
нейрональных культур с одним Glu или в присутствии 
указанных ингибиторов PARP-1 увеличивало долю 
клеток, имевших ОКД, нивелируя отличия Са2+ ответов 
на Glu между контролем и в присутствии ингибиторов 
PARP-1. Например, к концу первого часа действия Glu 
ОКД наступала у 84,2% контрольных клеток и в 51,3% 
и 82,6% нейронов в присутствии ВА и Mcn (рис. 1). От-
метим, что добавление ингибиторов PARP-1 не искази-
ло динамику роста [Ca2+]i от начала ОКД до момента 
выхода на высокое [Ca2+]i плато. В каждом отдельном 
нейроне этот процесс длился около 400 с (рис. 1, А, Б, В),  
как при действии одного Glu, так и в присутствии ВА 
или Mcn. 

Нейротоксическое действие Glu вызывает 2-3-крат-
ное снижение внутриклеточной [ATФ] [1]. Развитие 
ОКД связывают с энергетическим дефицитом, вызван-
ным чрезмерным расходом NAD+ ферментом PARP-1 
[2], без которого невозможен синтез АТФ как в цитозо-
ле, так и в митохондриях. Поэтому мы проверили, могут 
ли ингибиторы PARP-1 предотвращать падение [АТP], 
вызванное Glu. 

Влияние ингибиторов PARP-1 и NO-синтаз на содер-
жание АТФ в нейронах мозжечка при действии Glu.

В покоящихся культивируемых нейронах (7-8 DIV) 
[АТФ] составила 5,05 ± 0,35нмоль/мг белка (принят да-
лее за 100%), и Glu (100 мкМ, 30 мин) понижал ее до 
40,4 ± 5,7% (рис. 2, А). Ингибирование PARP-1 с помо-
щью Mсn во время действия Glu нейронов увеличивало 
[АТФ] до 60,8 ± 8,2% от контроля, предотвращая сниже-
ние [АТФ] на 20% (p < 0,05 по сравнению с Glu) (рис. 2, А).  
Еще более выраженное защитное действие оказывал 
ВА, увеличивая содержание АТФ до 76 ± 9% (более чем 
на 30% по сравнению с Glu, p < 0,05) (рис. 2, А). 

Чрезмерное стимулирование ионотропных рецеп-
торов Glu приводит к активации NOS и росту внутри-
клеточного оксида азота (•NO), продукты дальнейше-
го окисления которого нарушают структуру ядерной 
ДНК и избыточно активируют PARP-1 [4-6]. Поэтом 
мы проверили, могут ли ингибиторы NOS предот-
вращать снижение [АТФ]. Действительно, ингибитор 
nNOS 7-нитроиндазол (NI, 100 мкМ) уменьшал паде-
ние [ATФ], вызванное Glu, и эффект NI находился в 
соответствии с действием Mcn и BA: введение в ин-
кубационную среду NI снижало Glu-индуцирован-
ное падение [АТФ] на 24% ([АТФ] увеличивалась с 
40,4 ± 5,7% до 64,0 ± 9,1%, p < 0,05) (рис. 2, А). По-
лученные результаты находятся в соответствии с опу-
бликованными ранее сравнительными исследования-
ми индуцированных Glu изменений [ATP] в молодых 
и зрелых культурах [7]. 

Сопоставление [Ca2+]i ответов нейронов на Glu с 
последующими морфологическими изменениями этих 
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Рис. 1. Изменения концентрации свободного Са2+ [Ca2+]i), индуцированные в гранулярных нейронах мозжечка крысы одним глутаматом 
(Glu) (А) и в присутствии ингибиторов PARP-1 миноциклина (Mcn) (Б) и бензамида (ВА) (В). Серыми линиями показаны изменения [Ca2+]i в 
индивидуальных нейронах, черными линиями – средние величины±стандартная ошибка среднего (n = 40 для каждого среднего). Средние 
значения [Ca2+]i совмещены на панели (Г). Вертикальная пунктирная линия на панели (Г) соответствует 30 мин инкубации клеток с Glu (см. 
рис.2). Изменения [Ca2+]i представлены как отношение сигналов Са2+ индикатора Fura-FF при возбуждении флуоресценции на 340 и 380 нм 
(F340/F380) и регистрации при 525 нм. Концентрации Glu, ВА и Mcn составляли соответственно 100 мкМ, 1 мМ и 200 нМ. 

Рис. 2. Влияние одного глутамата (Glu) и Glu в присутствии ингибиторов PARP-1 и nNOS на внутриклеточную концентрацию [ATФ] (А) и ги-
бель клеток (Б) в первичной культуре нейронов мозжечка крысы. Концентрации Glu, ингибиторов PARP-1 бензамида (ВА) и миноциклина 
(Mcn), и ингибитора nNOS 7- нитроиндазола (NI) указаны рядом с гистограммами. Значок # соответствует р < 0,05 по сравнению с эффектом 
одного Glu; значок * соответствует p < 0,01 по сравнению с контролем. 
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клеток показало, что нейроны, в которых развилась 
индуцированная глутаматом ОКД, погибают от апоп-
тоза или некроза [3]. В данной работе использовали 
МТТ-тест для оценки влияния ингибирования PARP-1 и 
nNOS на выживаемость культивируемых нейронов. Оба 
ингибитора, Mcn и NI, увеличивали выживаемость ней-
ронов, снижая долю погибших (рис. 2, Б). Гибель ней-
ронов в культуре нейронов через 24 ч после действия 
Glu (100мкМ, 30 мин) составила 29,8 ± 5,2%, тогда как в 
присутствии Mcn и NI этот показатель был равен, соот-
ветственно, 11,3 ± 3,3% и 10,8 ± 1,2%. 

Обсуждение
На примере первичной культуры нейронов мозжечка 

показано, что ингибирование PARP-1- не изменило двух-
фазный характер [Ca2+]i ответов нейронов на токсиче-
скую дозу Glu, но привело к задержке наступления нача-
ла ОКД (удлинило лаг-период ОКД). Динамика развития 
второй фазы сохранилась как при действии одного Glu, 
так и при наличии ВА или Mcn в буфере (рис. 1). Эти об-
стоятельства указывают на то, что дефицит АТФ ускоряет 
наступление ОКД, но не является доминирующей при-
чиной самого процесса перехода от умеренных значений 
[Ca2+]i в лаг-периоде ОКД к высокому [Ca2+]i плато. На то, 
что в лаг-периоде происходит падение [ATФ], указывают 
и измерения [ATФ] методом люциферин-люциферазной 
биолюминесценции. В совокупности полученные резуль-
таты согласуются с измерениями [ATФ], выполненными с 
помощью флуоресцентного белкового сенсора в индиви-
дуальных культивируемых нейронах гиппокампа [8]. На-
блюдение того, что ингибирование nNOS 7-нитроиндазо-
лом также ограничивает снижение [ATФ] при действии 
Glu, свидетельствует о возможном вкладе •NO и/или его 
метаболитов в суммарное снижение [ATФ]. Положитель-
ный эффект ингибиторов PARP-1 и nNOS на выживае-
мость клеток обусловлен, вероятно, тем, что, благодаря 
ингибиторам, поддерживается более высокая [ATФ] во 
время и после прекращения токсического действия Glu, 
позволяя большей доле нейронов в культуре восстано-
вить ионный баланс. 
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