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Важным патогенетическим фактором развития молекулярной дисфункции при ТОР43-протеинопатиях 
является изменение компартментализации белка TDP43, потеря им ядерной локализации и накопление в 
цитоплазме, где он агрегирует. Ингибирование патогенной агрегации белков рассматривается в настоя­
щее время как перспективный подход для разработки методов патогенетической терапии нейродегенера- 
тивных заболеваний, вызванных протеинопатиями. Создание удобных клеточных моделей, наиболее адек­
ватно воспроизводящих молекулярный механизм белковой агрегации, характерный для протеинопатий, 
позволяет существенно оптимизировать разработку соединений, способных специфически замедлять или 
подавлять различные стадии протеинопатии. В представленной работе сообщается о создании оригиналь­
ной модели ТОР43-протеинопатии в культуре клеток нейробластомы человека SH-SY5Y с образованием  
характерных ТОР43-реактивных структур, имитирующих патогистологические включения, выявляемые в 
аутопсийном материале больных с рядом форм ФТЛД. Отечественный препарат Димебон, обладающий 
нейропротекторными свойствами, способен ингибировать формирование ТОР43-реактивных включений в 
данной клеточной моделе, и может рассматриваться в качестве потенциального соединения, на основе ко­
торого возможна разработка методов патогенетической терапии ТОР43-протеинопатий и, в частности, ря ­
да форм ФТЛД.
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Введение

Фронтотемпоральная лобарная дегенерация (ФТЛД) 
относится к  группе конформационных болезней нервной 
системы, характеризуется развитием протеинопатии и яв­
ляется третьей по распространенности деменцией после 
болезни Альцгеймера и болезни Паркинсона. Недавние 
исследования показали, что в патогенезе данного заболе­
вания важное значение имеет ДНК/РНК-связывающий 
ядерный белок TDP43 (Transactivation-responsive 
DNA-binding Protein-43) с молекулярной массой 43 кДа 
[31]. Связываясь с целым рядом других ядерных белков, 
он образует активные комплексы, необходимые для 
сплайсинга пре-мРНК и транспорта РН К в цитоплазму 
[31], стабилизации мРНК [27] и трансляции [7]. В основ­
ном, связывание TDP43 с другими белками осуществля­
ется через последовательности, расположенные в его 
N -концевой области. Нарушение метаболизма и функции 
TDP43 ведет к  развитию ТБР43-протеинопатии. В аутоп­
сийном материале пораженных отделов нервной системы 
больных с ФТЛД часто выявляются ТОР43-реактивные 
убиквитинированные патогистологические включения [5, 
19, 22]. Молекулярно-генетический анализ большого чис­
ла больных с ФТЛД позволил выявить мутации в гене 
TDP43, которые ассоциированы с семейными формами

ФТЛД, наследуемыми по аутосомно-доминантному типу. 
Более того, существенную часть идиопатических форм 
ФТЛД составляют случаи с нарушенным метаболизмом 
TDP43 и с мутациями в гене, кодирующем этот белок [23, 
26]. В составе убиквитинированных включений TDP43 
обнаруживается в гиперфосфорилированном состоянии 
[5, 10, 14, 22]. Подробный биохимический анализ 
ТОР43-реактивных включений показал, что в патогисто­
логических включениях присутствует в основном укоро­
ченная форма белка TDP43 размером 25 кДа, которая об­
разуется в результате отщепления существенной части 
N -конца молекулы, включающей сигнал ядерной локали­
зации [35]. В настоящее время сложилось устойчивое 
мнение, что именно эта 25 кДа форма TDP43, образую­
щаяся в результате каспаза-зависимого расщепления, 
опосредованного програнулином, нативного TDP43 и яв­
ляется основной патогенной формой, инициирующей и 
поддерживающей протеинопатию.

Важно отметить, что изменение компартментализации 
TDP43 обнаружено так же и при нейродегенеративных 
процессах, не обусловленных протеинопатией. Напри­
мер, вследствие аксонотомии у экспериментальных мы­
шей происходит перераспределение белка TDP43 внутри 
клетки и значительная его часть обнаруживается в цито-
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плазме, как и при протеинопатиях, однако без образова­
ния депозитов [20-21]. К  настоящему времени накоплено 
достаточно данных, указывающих на то, что TDP43 в ней­
ронах вовлечен в процессы формирования ответа на раз­
личные виды стресса и постстрессовых репаративных со­
бытий. Так, при оксидативном стрессе, вызванном гипок­
сией, с последующим ишемическим инсультом в мозге 
пациентов выявлены патологические изменения метабо­
лизма и компартментализации TDP43 без образования 
патогистологических включений [17]. Детальные биохи­
мические исследования показали, что и при ишемиче­
ском повреждении мозга ключевая роль в цепи патогене­
тических процессов, приводящих к нейродегенерации, 
принадлежит усеченной 25 кДа форме TDP-43 [16]. Это 
позволило рассматривать патогенную 25 кДа форму белка 
TDP43 в качестве потенциальной молекулярной мишени 
для разработки патогенетической терапии не только клас­
сических ТБР43-протеинопатий, но и других НДЗ, в мо­
лекулярном патогенезе которых выявлены изменения ме­
таболизма TDP43, включая ишемический инсульт.

Материалы и методы исследования

Димебон. 3,6-диметил-9-(2-метил-пиридил-5)- этил- 
1,2,3,4- тетрагидро-гамма-карболин дигидрохлорид, про­
изводство ОАО «Органика», г.Новокузнецк [36-38].

Клеточные культуры. Адгезивная перевиваемая кле­
точная линия нейробластомы человека SH-SY5Y была по­
лучена из Европейской коллекции клеточных культур — 
ЕСАСС. Клетки засевали на покрытые коллагеном (Col­
lagen Type IV, Sigma, США) покровные стекла диаметром
10 мм. Дифференцировку SH-SY5Y клеток по нейрональ­
ному типу стимулировали добавлением ретиноивой кис­
лоты до конечной концентрации 10 мкМ (all-trans retinoic 
acid, Sigma, США). Использовали культуры, прошедшие 
не более двадцати пассажей.

Экспрессионист плазмидная конструкция была получена 
встраиванием укороченной с 5’-конца кодирующей части 
кД1 IK TDP43 человека [ДЗ-192] в экспрессионный вектор 
pEGFP-Cl по сайтам XhoI-EcoRI. Транзиентную транс­
фекцию культур проводили с помощью реагента Lipofec- 
tamine 2000 (Invitrogen, США).

Иммунофлуоресцентный анализ. Клетки фиксировали 
в 4% параформальдегиде с последующей обработкой ме­
танолом. После отмывки в ФСБ и блокировки в 5% ко­
зьей сыворотке/ФБС/0,1%  Тритон Х100 в течение часа, 
клетки инкубировали с первичными антителами (разве­
дение 1:1000) против бета-актина (мышиные поликлона­
льные, Sigma, США), растворенными в блокирующем 
буфере, затем со вторичными антителами против имму­
ноглобулинов мыши (Alexa, Molecular Probes, Invitrogen, 
США), в разведении 1:1000. Ядра клеток визуализирова­
ли окрашиванием DAPI. Анализ и регистрацию резуль­
татов проводили с помощью флуоресцентного микро­
скопа Leica DM I 4000 В. Микрофотографии получали 
при помощи фотокамеры Leica DFS 490 и программного 
обеспечения Leica Application Suite 2.8.1 (Leica Microsys­
tems, Германия).

Подсчет числа культивируемых клеток SH-SY5Y, со­
держащих TDP43 включения. Транзиентную трансфекцию 
культур проводили параллельно в одинаковых условиях 
плазмидой, кодирующей TDP43 [ДЗ-192] форму, либо

контрольным вектором pE G FP-C l. Для векторной конст­
рукции делали 5 разведений, снижающих концентрацию 
ДН К в каждом шаге на 25%. Через 4 ч подсчитывали в 
трех случайных квадратах [100x 100 мкм] на одной чашке 
количество зеленых клеток после трансфекции плазми­
дой, кодирующей TDP43 [ДЗ-192]. Затем подсчитывали 
аналогичным образом количество зеленых клеток при 
различных разведениях вектора и выбирали чашку с 
идентичной эффективностью трансфекции; далее счита­
ли количество клеток, содержащих включения, только 
при выбранном разведении векторной конструкции. Под­
счеты проводили через 4, 12, 24 и 48 часов.

Подсчет числа агрегатов. Через 16 ч после добавления 
Димебона клеточные культуры фиксировали и подсчиты­
вали число флуоресцентных включений, размер которых 
был не менее пяти микрон. Считали включения на всей 
площади стекла, для каждого препарата брали среднее 
значение трех стекол. В каждом эксперименте получали 
спаренные значения для клеток, обработанных Димебо- 
ном (опыт) и без добавления Димебона (контроль). Для 
анализа данных использовали t -критерий Стьюдента для 
зависимых выборок. Для графического представления 
данных число включений в образцах, культивируемых с 
добавлением Димебона, выражали в процентном отноше­
нии к контрольным значениям.

Фракционирование детергент-нерастворимых фракций 
проводили, как описано ранее [2].

Результаты

Формирование цитоплазматических TDP43-eк,иочений в 
цитоплазме клеток SH -SY5Y  Клетки нейробластомы че­
ловека SH-SY5Y трансфецировали плазмидной ДНК, ко­
дирующей аберрантную форму белка TDP43. Конструк­
ция pEGFP-CI-JDP43 [ДЗ-192] обеспечивала высокий 
уровень синтеза флуоресцентно-меченого (GFP) укоро­
ченного белка TDP43 с инактивированными функциона­
льно значимыми доменами. Молекула мутантного белка 
не содержала сигнала ядерной локализации, первого 
РНК-связывающего домена, линкерной части и имела 
укороченный второй РНК-связывающий домен — такой 
белок накапливался в цитоплазме и агрегировал 
(рис. 1, Д, 4-я страница обложки). При флуоресцентной 
микроскопии экзогенный белок выявлялся в составе мно­
гочисленных дисперсных цитоплазматических включе­
ний, которые транспортировались в перикариальную об­
ласть, где сливались, формируя крупные включения 
(рис. 1 на 4-й странице обложки).

Такие крупные включения легко анализировать и под­
считывать, что удобно при проведении тестирования ан- 
тиагрегационных свойств разрабатываемых соединений. 
Морфологически цитоплазматические депозиты, форми­
руемые укороченной формой TDP43 [ДЗ-192] белка, схо­
жи с патогистологическими ТБР43-реактивными вклю­
чениями, описанными у больных с рядом форм ФТЛД и 
БАС.

Цитотоксичность аберрантной формы белка TDP43 
[&3-192]. Подсчет числа культивируемых клеток 
SH-SY5Y, содержащих TDP43 [ДЗ-192] включения, про­
веденный через различные промежутки времени после 
трансфекции, показал, что формируемые в цитоплазме 
структуры высоко токсичны. Уже через 12 ч после транс­
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Число живых клеток, содержащих флуоресцентный белок, на площади 10 ООО мкм2
Таблица

Плазмида Время

4 ч 12 ч 24 ч 48 ч

[ДЗ-192] форма 79,8±9,5 51,0±5,8 23,1±6,6 9,8±2,10

pEGFP-C1 вектор 70,4±8,7 89,0±10,8 79,0±12,8 51,8±5,7

фекции наблюдалась гибель клеток, экспрессирующих 
флуоресцентно-меченую форму TDP43 [ДЗ-192]. Транс­
фекцию клеток SH-SY5Y проводили в одинаковых усло­
виях плазмидой, кодирующей TDP43 [ДЗ-192] форму, и 
параллельно контрольным вектором pE G FP-C l, не со­
держащим последовательностей TDP43. Через 4 ч после 
трансфекции проводили первые подсчеты и выбирали об­
разцы с идентичной эффективностью трансфекции и да­
лее анализировали только эти образцы через 12, 24 и 
48 часов (таблица).

Количество клеток, получивших флуоресцентный 
маркерный белок в составе вектора, существенно не ме­
нялось в течение 48 часов. Однако уже через 12 часов по­
сле трансфекции наблюдалась гибель клеток, экспресси­
рующих патогенную форму TDP43 (57% относительно 
контрольных культур), а через 48 часов после трансфек­
ции их число снижалось почти в 10 раз по сравнению с 
исходным уровнем (19% относительно контрольных куль­
тур). Эти данные указывают на то, что, обладая высокой 
способностью к агрегации, при исключительно цитоплаз­
матической локализации, TDP43 [ДЗ-192] является высо­
котоксичным для эукариотических клеток.

Ингибирующее действие Димебона на прогрессию 
TDP43-протеинопатии в культуре клеток. Добавление 
Димебона в культуральную среду к  клеткам нейробласто­
мы, экспрессирующим TDP43 [ДЗ-192], приводило к  ста­
тистически достоверному снижению числа цитоплазма­
тических включений (рис. 2). Димебон добавляли после 
трансфекции в питательную среду до конечной концент­
рации 10 мкМ; в контрольные образцы добавляли свежую 
среду без препаратов. Для анализа действия Димебона на 
формирование цитоплазматических включений в культу­
рах, находящихся в стадии дифференцировки по нейро­
нальному типу, дифференцировку стимулировали добав­
лением ретиноивой кислоты.

На рис. 2 представлены объединенные результаты пя­
ти экспериментов, показывающие, что добавление Диме­
бона к культивируемым клеткам, экспрессирующим па­
тогенную форму белка TDP43, статистически достоверно 
ингибирует образование цитоплазматических включений 
в объединенном пуле трансфецированных клеток на 55% 
в недифференцированных и на 53% в дифференцирован­
ных культурах SH-SY5Y. Эти данные являются прямым 
указанием на то, что Димебон способен ингибировать 
прогрессию протеинопатии, вызванную агрегацией пато­
генной формы белка TDP43.

Анализ детергент-нерастворимых белковых фракций в 
культуре клеток SH -SY5Y после их трансфекции мутант­
ной формой TDP43 [&3-192]. Методом последовательного 
фракционирования белков в буферах с различным содер­
жанием детергентов была выделена белковая фракция, 
содержащая агрегаты TDP43, которые не растворимы в 
присутствии детергентов тритон Х-100 и RIPA и могут 
быть высвобождены только кипячением в 1% SDS. Детек­

цию TDP43 после фракционирования проводили методом 
иммуноблотинга. На рис. 3 представлены результаты 
фракционирования белков из клеток SH-SY5Y после их 
трансфекции полученным конструктом.

Обсуждение результатов

Нами была воспроизведена модельная ТБР43-проте- 
инопатия в клеточной культуре нейробластомы человека 
с формированием характерных цитоплазматических аг­
регатов путем эктопной экспрессии патогенной формы 
TDP43 человека. При создании генетической конструк­
ции, кодирующей данную патогенную форму белка 
TDP43, из кДН К был удален сигнал ядерной локализа­
ции, поскольку отличительной чертой ТБР43-реактив- 
ных включений у больных является их преимуществен­
ное присутствие в цитоплазме, при том, что в норме 
TDP43 белок обнаруживается преимущественно в ядре. 
Таким образом, патогенная форма белка TDP43 теряла 
ядерную локализацию, что обеспечивало его накопление 
в цитоплазме. Кроме этого, в сконструированной пато­
генной форме удален первый РНК-связывающий домен 
и нарушена структура второго РНК-связывающего доме­
на, что делает невозможным выполнять аберрантным 
белком одну из основных его функций — регуляцию 
нормального метаболизма РНК. Эктопно экспрессируе­
мая укороченная патогенная форма TDP43 [ДЗ-192] с на­
рушенной функцией и компартментализацией накапли­
вается в цитоплазме культивируемых клеток, агрегирует 
и формирует депозиты, что воспроизводит в клетках 
нейробластомы человека молекулярно-клеточную пато­
логию, выявляемую при патогистологическом анализе 
препаратов больных с рядом форм ФТЛД и БАС, харак­
теризующихся присутствием ТБР43-реактивных патоги­
стологических включений. Важно отметить, что в обра­
зовании этих включений главная роль отводится укоро­
ченным аберрантным формам белка TDP43 размером 25 
кДа, детектированным различными методами в биологи­
ческом материале больных, наряду с нормальным полно­
размерным белком весом 43 кДа, причем именно 25 кДа 
форма присутствует в агрегированном состоянии [15]. 
Поэтому созданная нами модельная система оптимизи­
рована для поиска и тестирования соединений, способ­
ных ингибировать процесс образования ТБР43-реактив- 
ных включений, содержащих укороченные патогенные 
формы. Для разработки методов патогенетической тера­
пии ТБР43-протеинопатий необходимы именно такие 
модельные системы. Агрегаты TDP43 [ДЗ-192] формиру­
ются быстро, они крупные, такие включения легко ана­
лизировать. Данная патогенная форма белка оказалась 
высокотоксичной, и клетки, получившие плазмидную 
конструкцию, содержащую в составе экспрессионного 
вектора последовательность TDP43 [ДЗ-192], погибают 
уже через 12 часов после начала культивирования, в то
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время как в контрольных культурах, получивших только 
векторные плазмиды, не содержащие кодирующих 
TDP43 последовательностей, клеточной гибели не на­
блюдалось (таблица).

Ранее было показано, что при агрегации мутантных 
форм потенциально амилоидогенного белка TDP43 фор­
мируются детергент-нерастворимые фибриллярные 
структуры, которые детектируются как в тканях поражен­
ных отделов нервной системы больных, так и in vitro экс­
периментах [11, 29], а кроме того воспроизведены в раз­
личных экспериментальных системах: трансгенных жи­
вотных [30] и клеточных культурах [33]. При этом, как по­
казывает электронно микроскопический анализ, они не 
соответствуют характеристикам структур амилоидного 
типа [3-4]. Более того, формируемые этими фибрилляр­
ными структурами патогистологические включения не 
окрашиваются классическими красителями на амилоид — 
Конго красным и тиофлавином S. Таким образом, до на­
стоящего времени во всех исследованных модельных 
ТБР43-протеинопатиях и в аутопсийном материале боль­
ных с ТБР43-протеинопатиями описаны патогистологи­
ческие включения не амилоидного типа.

В полученной модели высокое содержание раствори­
мых форм TDP43 обнаруживается в цитозольной фрак­
ции, что говорит об активном синтезе экзогенного белка. 
Существенная его часть очень быстро агрегирует до со­
стояния «тяжелых» фибрилл, которые осаждаются цент­
рифугированием при 80 000g, однако не являются конеч­
ными продуктами агрегации и переходят в растворимое 
состояние в присутствии тритона Х-100. Важно, что 
[АЗ-192] форма ТБР43способна формировать детер- 
гент-нерастворимые агрегаты, поскольку накопление не­
растворимых форм является важным признаком прогрес­
сии протеинопатии.

Одним из подходов при разработке методов патогене­
тической терапии протеинопатий является стабилизация 
соотношения детергент-нерастворимых форм агрегирую­
щих белков в клетке, поэтому разработанная нами кле­
точная модель TDP43-протеинопатии может быть ис­
пользована для оценки и этого параметра при тестирова­
нии новых препаратов.

Одной из главных практических задач является разра­
ботка метода валидации ингибирующего эффекта на про­
грессию TDP43-протеинопатии нейропротекторных сое­
динений. Ранее было показано, что Димебон снижает 
прогрессию протеинопатии, вызванную различными по­
тенциально-амилоидогенными белками. В модельных 
трансгенных мышах, Димебон ингибировал прогрессию 
гамма-синуклеинопатии, замедляя формирование гам- 
ма-синуклеин реактивных патогистологических включе­
ний в тканях пораженных отделов нервной системы моде­
льных животных [1,6]. Также Димебон эффективно инги­
бировал и прогрессию альфа-синуклеинопатии, как в 
клеточных модельных системах, так и в трансгенных жи­
вотных, снижая скорость формирования нерастворимых 
а-синуклеин-реактивных цитоплазматических включе­
ний, в том числе и телец Леви [43]. Схожие данные полу­
чены при исследовании действия Димебона на модельные 
протеинопатии вызванные агрегацией А(3-пептидов и ta u  
белка [39, 41].

Тот факт, что Димебон способен ингибировать про­
теино патию, вызванную абсолютно различающимися

по своим свойствам склонными к агрегации белками, 
позволяет предположить, что его действие, скорее все­
го, направлено на общие защитные механизмы и не за­
висит от типа потенциально-амилоидогенного белка. 
Исследования влияния Димебона на агрегацию TDP43 
продемонстрировали, что Димебон способен ингибиро­
вать образование цитоплазматических агрегатов белка 
TDP43 [33]. При этом гистологический анализ показал, 
что терапевтическое действие Димебона обусловлено 
его влиянием на содержание нерастворимых агрегиро­
ванных форм патогенных пептидов [2, 33], однако м о­
лекулярный механизм и непосредственные мишени его 
действия выявлены не были. Кроме того, используемые 
для моделирования TDP43-протеинопатии аберрант­
ные белки формировали цитоплазматические включе­
ния, которые морфологически отличались от тех, что 
выявляются при патогистологическом анализе у боль­
ных с ФТД и БАС.

Важной научно-практической задачей является иссле­
дование действия препаратов на культуры зрелых нейро­
нов, которые считаются более адекватными модельными 
системами, чем недифференцированные культуры, даже 
если они обладают многими важными свойствами нейро­
нов. Поэтому в данной работе был изучен ингибирующий 
протеинопатию эффект Димебона как на недифференци­
рованных культурах, так и в стимулированных к диффе- 
ренцировке по нейрональному типу клетках. В результате 
было показано, что Димебон способен ингибировать аг­
регацию мутантной формы белка TDP43 в дифференци­
рованных культурах не менее эффективно, чем в недиф­
ференцированных (рис. 2 ).

К  настоящему времени разными лабораториями полу­
чено достаточно много данных, подтверждающих ней- 
ропротекторный эффект Димебона и ряда других соеди­
нений группы карболинов. При этом вопрос о конкрет­
ных молекулярных механизмах действия этих соединений 
остается открытым. Помимо ингибирования Н1 и Н2-ре- 
цепторов [40], Димебон подавляет также активность бути-

HS Т R S J

Рис. 3. Анализ содержания TDP43 [ДЗ-192] в детергент-нераствори- 
мых фракциях препаратов тотального белка из культуры клеток 
SH-SY5Y. Иммуноблотинг.
HS — фракция растворимых белков; T/R — фракция белков, раствори­
мых в присутствии Тритон Х100 или в детергентах RIPA буфера (R); S 
— фракция детергент-нерастворимых белков
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рилхолинэстеразы, ацетилхолинэстеразы [32], блокирует 
потенциал-зависимые кальциевые каналы, N -метил-Б- 
аспартатные рецепторы, адренергические и серотонинер- 
гические рецепторы [12], регулирует открытие митохонд­
риальной поры, а также способен стабилизировать глута- 
мат-индуцированные кальциевые токи [12, 18] и усили­
вать нейрогенез в гиппокампе [24]. Однако, ни в одной из 
этих работ не были выявлены молекулярные мишени Ди­
мебона, которые бы позволили проследить непосредст­
венный механизм его нейропротекторного действия и 
объяснить, как и через какие пути осуществляется блоки­
рование протеинопатии, результатом чего является замед­
ление прогрессии нейродегенеративного процесса.

Ранее нами было показано, что хроническое введение 
Димебона трансгенным животным с развивающейся 
протеинопатией приводит к  снижению содержания де- 
тергент-нерастворимых форм потенциально амилоидо­
генного белка в клетке и снижению содержания убикви- 
тинириванных высокомолекулярных белков в детер- 
гент-нерастворимых фракциях [2]. При этом до сих пор 
не установлено, действует ли Димебон непосредственно 
на процесс белковой агрегации или же его эффект связан 
с активацией процессов контролируемой деградации 
предсформированных белковых фибриллярных струк­
тур, в частности, аутофагосомной системы. С другой сто­
роны, было показано, что Димебон способен влиять на 
клеточный метаболизм путём увеличения потребления 
глюкозы в мозге стареющих мышей [9] и повышать вы­
живаемость клеточных культур при терминальной диф- 
ференцировке по нейрональному типу путём повышения 
митохондриальной активности [34]. Все эти данные по­
зволяют предполагать, что Димебон может модулировать 
регуляцию клеточного ответа на внешние стрессы и при 
этом активировать компоненты внутринейронных сис­
тем контролируемой деградации аберрантных белковых 
форм.

В последнее время получены доказательства того, что 
Димебон способен активировать компоненты внутрикле­
точных систем контролируемой деградации белков, в ча­
стности, аутофагосомной системы [39, 43]. Аутофагия ре­
гулируется различными сигнальными путями: через кас­
кад митоген-активируемых протеинкиназ (МАП), 
PI3K-Akt-mTOR и др. [42]. В ряде случаев причиной раз­
вития протеинопатии с последующей нейродегенерацией 
является именно утрата клеткой способности удалять из 
функционального пространства, изменившие конформа­
цию и приобретшие патогенные свойства белки и форми­
руемые ими нерастворимые белковые включения [13].

Ранее нами был исследован эффект Димебона на уро­
вень транскрипции гена ATG5, кодирующего белок Atg5, 
который сначала ковалентно связывается с Atgl2, затем к 
комплексу присоединяется A tgl6 и, таким образом, фор­
мируется убиквитин-подобная конъюгированная струк­
тура, имеющая высокий тропизм к аутофагосомной мем­
бране. Согласованные изменения уровня экспрессии всех 
трех составляющих комплекса могут служить достовер­
ным индикатором активации программы аутофагии, поэ­
тому нами было проанализировано действие Димебона и 
на другие два элемента комплекса — ATG12 и ATG16 [44]. 
Результаты данного исследования указывают на то, что 
Димебон модулирует экспрессию всех трех этих генов в 
SH SY5Y культуре, и выявленный нами синхронный рост

в уровнях транскрипции ATG5, ATG12 и ATG16 может 
являться свидетельством стимуляции аутофагии.

Важным элементом механизма нейропротекторного 
действия Димебона является его влияние на функцио­
нальное состояние митохондрий [34]. Нами была иссле­
дована экспрессия гена ZRGAf [44]. Кодируемый им белок 
обладает ГТФ-азой активностью, активирует деление ми­
тохондрий, и участвует в процессах активации аутофагии 
[25]. Мы показали, что Димебон стимулирует экспрессию 
IRGM  и это хорошо согласуется с пиком фосфорилирова- 
ния киназы р38.

Киназы р38 и ERK1/2 могут быть активированы одно­
временно, при этом р38 способна ингибировать аутофа- 
гию, вызванную активацией ERK1/2 [8]. В исследуемой 
клеточной системе Димебон вызывает быстрое повыше­
ние содержания фосфорилированнных форм киназ 
ERK1/2 и р38 и имеет не только кратковременный стиму­
лирующий эффект, но также может оказывать длитель­
ные эффекты. Эти данные показывают, что Димебон спо­
собен стимулировать аутофагию в клеточных культурах, 
что также подтверждается в работах других исследовате­
лей [28, 39, 43].

Таким образом, было накоплено достаточно данных, 
чтобы считать Димебон перспективным соединением для 
разработки на его основе препаратов для патофизиологи­
ческой терапии нейродегенеративных заболеваний, осно­
вой патогенеза которых является протеинопатия, по­
скольку он действует именно на ключевое звено патоге­
неза протеинопатий — накопление нерастворимых белко­
вых агрегатов в составе патогенных включений.

Заключение
В данной работе представлены данные по созданию 

клеточной модельной системы, воспроизводящей основ­
ные элементы молекулярного патогенеза ТБР43-протеи- 
нопатии и использованию ее для отбора нейропротектор- 
ных препаратов, необходимых при разработке методов 
патогенетической терапии НДЗ, основным молекуляр­
но-патологическим звеном которых является агрегация 
белка TDP43. В ходе исследования была создана генети­
ческая конструкция, кодирующая патогенную форму бел­
ка TDP43 [АЗ-192] человека, наиболее адекватно воспро­
изводящая в клеточной культуре нейробластомы человека 
SH-SY5Y образование ТБР43-реактивных структур, ими­
тирующих патогистологические включения, выявляемые 
в аутопсийном материале у больных с рядом форм ФТЛД 
и БАС.

В созданной модельной системе исследован ингибиру­
ющий прогрессию протеинопатии эффект Димебона на 
процессы формирования TDP43-реактивных включений 
и показано, что как в недифференцированных, так и в 
дифференцированных по нейрональному типу клетках 
SH-SY5Y, исследованное соединение снижает количество 
ТБР43-реактивных включений с одинаковой эффектив­
ностью. Создание адекватных модельных систем для изу­
чения молекулярных механизмов развития ФТЛД и вос­
произведения наиболее важных аспектов патогенеза дан­
ного заболевания является необходимым условием про­
гресса в данном направлении и оптимизации направлен­
ного поиска соединений для разработки патофизиологи­
ческой терапии ФТЛД.
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Development of the TDP43-proteinopathia cell model 
to search approaches to pathogenic therapy 

of the Frontotemporal Lobar Degeneration
Kukharsky M.S.1, Khritankova I.V.1,3, Lytkina O.A.1, Ovchinnikov R.K.1, Ustugov A.A.1, 

Sheikovnikova T.A.1,2, Bronovitsky E.V.1, Kokhan V.S.1, Ninkina N.N.1,2,3, Bachurin S.O .1
1 -  Agency of Russian Academy of Sciences Institute of Physiologically Active Compounds RAS, Severniy lane, 1, Chernogolovka, 142432
2 -  Cardiff University, BIOSI3, Cardiff, Museum Avenue CF10 1AX, UK
3 -  FSBI Science-research institute of General Pathology and Pathophysiology RAMS, Baltiyskaya str., 8, 125315, Moscow

Change in compartmentalization o f TDP43 protein, loss o f its nuclear localization, and the protein loading in 
the cytoplasm, where it forms aggregates, are the important pathogenic factors o f molecular dysfunction devel­
opment during the TDP43-proteinopathies. Inhibition o f the pathogenic proteins aggregation is considered now as 
a perspective approach to development o f the methods o f pathogenic therapy o f neurodegenerative diseases 
caused by the proteinopathies. Development o f convenient ce ll models, which are more adequately reproduce 
molecular mechanism o f the proteins aggregation typical fo r the proteinopathies allows significant optimization o f 
the development o f compounds, which can specifically suppress or b lock d ifferent stages o f the proteinopathy. 
The present work demonstrates the development o f the original m odel o f the TDP43-proteinopathy in the culture  
o f human neuroblastoma SH-SY5Y cells with formation o f typical TDP43-reactive structures, imitating  
pathogistological inclusions, which are revealed in tissue autopsy o f patients with d ifferent forms o f FLD. Russian 
preparation Dimebon with the neuroprotective effect can inhibit formation o f the TDP43-reactive inclusions in this 
cell model. It can be assumed as the potentia l compound, on the basis o f which the development o f methods o f 
the pathogenic therapy o f TDP43-proteinopathy is possible, and some o f the FLD forms, particularly.
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