
ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОДИНАМИКИ

№3.2018 ФАРМаКОКИНЕТИКА и ФАРМаКОдИНАМИКА3

Афобазол предотвращает нарушения двигательной 
активности мышей при моделировании болезни 

Паркинсона 6-гидроксидофамином
Кадников И.А., Воронин М.В., Середенин С.Б.

ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва

Резюме. Актуальность. Недостаточная эффективность терапии болезни Паркинсона обусловливает поиск новых 
фармакологических мишеней для достижения нейропротекторного действия и уменьшения выраженности моторных 
нарушений. Известно, что лигандная активация шаперона sigma-1 (SigmaR1) и ингибирование хинон-редуктазы-2 (NQO2) 
оказывают защитное влияние на клетки. Анксиолитик афобазол (5-этокси-2-[2-(морфолино)-этилтио] бензимидазола 
дигидрохлорид) взаимодействует с SigmaR1 и регуляторным сайтом NQO2, ингибируя фермент. Афобазол обладает 
нейропротекторной активностью в экспериментах in vitro и in vivo, однако комплексного изучения влияния препарата 
на координацию движений и уровень моторного дефицита при моделировании болезни Паркинсона не проводилось. 
Цель. Изучить влияние афобазола на время удерживания мышей в тесте «вращающийся стержень» при моделирова-
нии болезни Паркинсона введением 6 гидроксидофамина (6-OHDA). Методы. Исследовали поведение мышей самцов 
CD-1 (ICR) в тесте «вращающийся стержень» при постоянной и возрастающей скоростях вращения. Афобазол вводили в 
дозе 2,5 мг/кг в/б в течение 14 суток с началом курса через 30 мин после унилатерального интрастриатного введения 
5 мкг 6-OHDA. Результаты. Хроническое введение афобазола увеличивает время удерживания опытных животных в 
3,9 раза при тестировании на стержне с постоянной скоростью вращения по сравнению с группой плацебо. Афобазол 
нивелирует действие 6-OHDA при тестировании на стержне с возрастающей скоростью вращения, увеличивая время 
удерживания опытных животных в 1,6 раза по сравнению с группой плацебо. Заключение. Афобазол предотвращает 
нарушения поведения мышей в тесте «вращающийся стержень» при моделировании болезни Паркинсона 6-OHDA. Вы-
явленный эффект афобазола может быть следствием его нейропротекторных свойств, обусловленных воздействием 
на SigmaR1 и NQO2.
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Afobazole prevents motor function impairment in mice with 6-OHDA induced Parkinsonism
Kadnikov I.A., Voronin M.V., Seredenin S.B.

FSBI «Zakusov Institute of Pharmacology», Moscow
Resume. Objective. Current insufficiency in treatment of Parkinson’s disease determines the search for new pharmacological 

targets to achieve neuroprotection and reduce the severity of motor impairment. It is known that ligand activation of chaperone 
sigma-1 (SigmaR1) and inhibition of quinone reductase 2 (NQO2) cause cytoprotection. Anxiolytic drug afobazole (5-Ethoxy-
2-[2-(morpholino)-ethylthio]benzimidazole dihidrochloride) interacts with SigmaR1 and regulatory site of NQO2, inhibiting it. 
In vivo and in vitro experiments have demonstrated neuroprotective effect of afobazole. However, the effect of afobazole on 
motor deficit and motion coordination in model of Parkinson’s disease was not studied. Aim. To study the influence of afobazole 
on latency to fall in rotarod test in mice with induced 6-hydroxydopamine (6-OHDA) Parkinsonism. Methods. Male CD-1 (ICR) mice 
were tested at accelerated and constant speed rotarod. Afobazole was administered during 14 days (2.5 mg/kg, ip) at course 
start 30 minutes after unilateral intrastriatal injection of 5 µg 6-OHDA. Results. Chronic administration of afobazole (2.5 mg/kg) 
to hemiparkinsonian mice increases their latency to fall 3.9 fold contrary to placebo treated mice in constant speed rotarod. 
Afobazole negates 6-OHDA in accelerating rotarod increasing latency to fall 1.6 fold as compared to placebo group. Conclusion. 
Afobazole prevents motor function impairment in hemiparkinsonian mice with 6-OHDA lesion in rotarod test. Observed effect of 
afobazole can be a result of it neuroprotective properties derived from SigmaR1 and NQO2 interaction.
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Введение

Болезнь Паркинсона (БП) – хроническое ней-
родегенеративное заболевание, вызванное про-
грессирующим разрушением нейронов чёрной 
субстанции. Ведущими симптомами заболевания 
являются гипокинезия, тремор, постуральная не-
устойчивость и мышечная ригидность. Одним 
из критериев успешности терапии БП является 
уменьшение тяжести этих симптомов [1]. Однако 
современные противопаркинсонические средства 
оказывают временное симптоматическое действие, 
что обусловливает поиск новых фармакологиче-
ских мишеней для эффективной терапии БП. Ряд 
исследований указывает, что такими мишенями 
могут быть шаперон sigma-1 (SigmaR1) и фермент 
хинон-редуктаза-2 (NQO2). Шаперон SigmaR1 
играет важную роль в адаптации клеток нервной 
системы к стрессовым воздействиям, регулируя 
процессы фолдинга белков в ЭПР и энергетиче-
ский баланс митохондрий [2–4]. Лигандная акти-
вация SigmaR1 способствует его внутриклеточному 
перераспределению и проявлению шаперонной 
активности в отношении ионных каналов, рецеп-
торов и ферментов цитоплазматической мембра-
ны, что вносит важный вклад в нейропротекторное 
влияние [5, 6]. NQO2 катализирует восстановление 
орто- и пара-хинонов, в том числе хинонных про-
изводных дофамина, до гидрохинонов [7]. Извест-
но, что гидрохинонные производные дофамина 
являются нестабильными соединениями, подвер-
женными автоокислению, которое сопровождает-
ся генерацией супероксиданион радикала [8–10]. 
Поэтому ингибирование NQO2 может приводить к 
снижению продукции АФК и оказывать защитное 
действие на нейроны [11].

Анксиолитик афобазол (5-этокси-2-[2-(мор-
фолино)-этилтио] бензимидазола дигидрохлорид) 
обладает сродством к SigmaR1 рецептору и ме-
латонинзависимому регуляторному сайту NQO2 
(MT

3
-рецептор) [12], при взаимодействии с кото-

рым афобазол ингибирует фермент [13]. В моделях in 
vitro и in vivo афобазол проявляет цитопротекторную 
и нейропротекторную активность. Данные научной 
периодики и собственные результаты показывают, 
что обе мишени вносят вклад в действие препарата 
[14–16]. В нашем недавнем исследовании выявле-
на способность афобазола препятствовать падению 
уровня дофамина в стриатуме мышей на модели БП, 
вызванной интрастриатным введением 6-OHDA 
[17]. При моделировании БП в эксперименте разви-
тие дискинезии у животных является важным кри-
терием повреждения дофаминергических структур 
[18]. Одной из наиболее распространённых методик 

оценки нарушений двигательной активности явля-
ется тест «вращающийся стержень» [19], который 
широко применяется для оценки эффективности 
действия различных соединений с противопаркин-
сонической активностью. Таким образом, целью 
нашей работы стало изучение влияния афобазола на 
время удерживания мышей в тесте «вращающийся 
стержень» при моделировании БП унилаинтрастри-
атным интрастриатным введением 6-OHDA.

Материалы и методы

Реактивы

Афобазол (5-этокси-2-[2-(морфолино)-этилтио] 
бензимидазола дигидрохлорид); ФГБНУ «НИИ 
фармакологии имени В.В. Закусова»), 6-гидрокси-
дофамина гидрохлорид (6-OHDA), аскорбиновая 
кислота, NaCl (Sigma-Aldrich), хлоралгидрат (Serva).

Животные

В работе использовали мышей-самцов аутбред-
ной линии CD-1 (ICR) весом 25-30 г (n = 30). Жи-
вотные были получены из НПП Питомника лабо-
раторных животных ФИБХ. Мышей содержали в 
условиях вивария (20-22  °С, относительная влаж-
ность 30-70 %, 12-часовой световой цикл) по 10 осо-
бей в пластиковых клетках со свободным доступом к 
пище и воде.

Все процедуры с животными в исследовании 
были рассмотрены и утверждены комиссией Инсти-
тута по биоэтике на предмет соответствия этическим 
принципам обращения с животными.

Моделирование болезни Паркинсона 
интрастриатным введением 6-OHDA

За 30 минут до операции животное анестезиро-
вали хлоралгидратом (400 мг/кг, внутрибрюшинно). 
Анестезированное животное помещали в стерео-
таксические рамки (Stoelting Motorized Stereotaxis, 
Stoelting Co., Великобритания), где 6-OHDA одно-
кратно вводили в правый стриатум в координатах 
A = 0,4; L = 1,8; V = -3,5, относительно брегмы [24]. 
Концентрация 6-OHDA составляла 5  мкг на 1  мкл 
раствора, содержащего 0,9 % NaCl и 0,02 % аскорби-
новой кислоты. Опытным животным (рис. 1) вводили 
1 мкл раствора 6-OHDA со скоростью 0,5 мкл/мин га-
мильтоновским шприцом с иглой из нержавеющей 
стали (30 gauge), спустя 2 минуты после инъекции 
иглу извлекали. Ложно-оперированным животным 
вводили 1 мкл контрольного раствора, содержащего 
0,9 % NaCl и 0,02 % аскорбиновой кислоты, в тех же 
координатах (рис. 1).
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Схема введения афобазола

Афобазол в дозе 2,5  мг/кг в/б и плацебо (вода 
для инъекций) вводили ежедневно на протяжении 
14 суток с началом курса через 30 минут после ин-
трастриатной инъекции 6-OHDA или контроль-
ного раствора (рис. 1). Животные были разделены 
на 3  группы: ложно оперированные, получавшие 
плацебо (n  =  10); опытные, получавшие плацебо 
(n = 10); опытные, получавшие афобазол (n = 9).

Тест вращающийся стержень

Исследование двигательной активности мышей 
линии CD-1 в тесте вращающийся стержень прово-
дили на экспериментальной установке Rota-rod/RS 
LE 8500 (диаметр стержня 3,2  см) (Panlab/Harvard 
Apparatus) (рис. 1). Для адаптации мышей в установ-
ке и исключения из исследования малоподвижных 
животных в эксперимент были включены две обу-
чающие сессии. Первую обучающую сессию прово-
дили на 12-е сутки после введения 6-OHDA (рис. 1). 
Каждое животное дважды помещалось в экспе-
риментальную установку при скорости вращения 
стержня 4 об./мин с перерывом не менее 60 минут. 
Вторую обучающую сессию проводили на 13-е сут-
ки после введения 6-OHDA при скорости вращения 
стержня 10 об./мин (рис. 1). Манипуляции с живот-
ными были аналогичны первой обучающей сессии. 
Животные, находившиеся на вращающемся стерж-
не менее минуты в одной из обучающих сессий, ис-
ключались из эксперимента [20].

На 14-е сутки после введения 6-OHDA исследо-
вали способность мышей удерживаться в тесте при 
постоянной и увеличивающейся скоростях враще-
ния стержня (рис. 1). Для этого экспериментальное 
животное помещали на вращающийся стержень с 
постоянной скоростью 20 об./мин и засекали время 
до падения животного со стержня на платформу. Во 
втором варианте теста экспериментальное животное 
помещали на стержень, вращающийся с начальной 
скоростью 4  об./мин, и замеряли время до паде-
ния на платформу. Максимальное число оборотов 
(40  об./мин) [21] достигалось за 1 минуту. Каждое 
животное проходило оба варианта теста по 3 раза с 
перерывом 30 минут между попытками. Замер вре-
мени прекращали после 120 секунд удерживания 
животного на стержне. Для статистической обработ-
ки данных каждого варианта теста отбиралось мак-
симальное время удерживания из трёх попыток.

Математическая обработка 
экспериментальных данных

Табличные данные представлены в виде медианы 
и квартилей (Mdn (q25-75)). Проверку эксперимен-

тальных данных на соответствие нормальному рас-
пределению проводили с помощью теста Д’Агости-
но–Пирсона. Оценку статистической значимости 
полученных результатов проводили с применением 
одностороннего дисперсионного анализа Краске-
ла–Уоллиса (Kruskal–Wallis test, Dunn’s post hoc). 
Статистическую обработку и визуализацию полу-
ченных данных осуществляли с помощью программ-
ного пакета GraphPad 5.0.2 (GraphPad Software, San 
Diego California USA, www.graphpad.com). 

Результаты

В условиях постоянной и возрастающей ско-
ростей вращения стержня медианы времени удер-
живания для ложно-оперированных животных со-
ставили 117,5 секунды и 36 секунд соответственно 
(табл. 1). На 14-е сутки после унилатерального ин-
трастриатного введения 6-OHDA животные, полу-
чавшие плацебо, демонстрировали статистически 
значимые признаки моторного дефицита и нару-
шения координации движений. А именно, время 
удерживания опытных животных на стержне при 
постоянной скорости вращения уменьшалось на 
82 % по сравнению с ложно-оперированными жи-
вотными (табл. 1). При тестировании опытных мы-
шей на стержне с возрастающей скоростью враще-
ния время их удерживания на стержне снизилось 
на 50 % в сравнении с ложно-оперированными жи-
вотными (табл. 1).

Хроническое введение афобазола в дозе 2,5  мг/кг 
на протяжении 14 суток после унилатерального 
интрастриатного введения 6-OHDA приводит к 
увеличению времени удерживания в 3,9 раза при 
тестировании на стержне с постоянной скоростью 
вращения по сравнению опытными животными, 
получавшими плацебо, что составляет 70 % време-
ни удерживания ложно-оперированных животных 
(табл. 1). Афобазол нивелировал действие 6-OHDA 
при тестировании на стержне с возрастающей ско-
ростью вращения, увеличивая время удерживания 
опытных животных в 1,6 раза (табл. 1) по сравне-
нию с опытными животными, получавшими пла-
цебо.

Обсуждение результатов

Использованные в работе варианты теста «вра-
щающийся стержень» дают возможность ком-
плексно описать параметры поведения животных в 
модели БП с учётом влияния таких факторов, как 
адаптация к условиям теста, продолжительность 
проведения теста [22] и степень повреждения ни-
гростриатного пути [23]. Вариант теста с постоян-
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тора NQO2 в чёрную субстанцию головного мозга 
мышей снижало в тканях мозга содержание мало-
нового диальдегида – маркёра перекисного окис-
ления липидов [31].

Таким образом, в настоящей работе показано, 
что афобазол при двухнедельном введении в дозе 
2,5 мг/кг в/б предотвращает нарушения поведения 
мышей в тесте «вращающийся стержень» при мо-
делировании БП унилатеральным интрастриатным 
введением 6-OHDA. Выявленный эффект афобазо-
ла может быть следствием его нейропротекторных 
свойств, обусловленных воздействием на SigmaR1 
и NQO2.

ной скоростью вращения обладает высокой чув-
ствительностью при оценке моторного дефицита, 
вызванного небольшими морфологическими и 
функциональными изменениям нигростриатно-
го пути. Вариант теста с возрастающей скоростью 
вращения преимущественно отражает нарушение 
координации движений [23, 24]. Полученные в 
нашем исследовании параметры поведения лож-
но-оперированных животных при фиксированной 
скорости вращения стержня соответствуют ранее 
опубликованным данным, где большинство живот-
ных находились на стержне на протяжении всего 
времени тестирования [20, 25]. Снижение времени 
удерживания опытных животных на стержне в обо-
их вариантах теста в сравнении с ложно-опериро-
ванными животными свидетельствует о нарушении 
двигательной активности, характерном для повреж-
дения нигростриального пути в условиях унилате-
рального интрастриатного введения 6-OHDA [25]. 
Полученные данные соответствуют снижению 
уровня дофамина в стриатуме опытных животных, 
получавших плацебо, зафиксированном нами в 
данной экспериментальной модели БП [17]. Пре-
дотвращение нарушений двигательной активности 
афобазолом в дозе 2,5 мг/кг в тесте «вращающийся 
стержень» соответствует нейропротекторному дей-
ствию и согласуется с антипаркинсоническими эф-
фектами других соединений [20, 26, 27]. 

Полученные результаты могут быть следствием 
регуляции SigmaR1 и NQO2. В ряде эксперимен-
тов было продемонстрированно агонистическое 
действие препарата на SigmaR1. Афобазол снижал 
вход ионов Ca2+ и H+ в кортикальные нейроны в 
условиях ишемии и ацидоза. Антагонист SigmaR1 
BD-1063 препятствовал развитию действия афо-
базола [28]. Афобазол блокирует миграцию ми-
гроглии в ответ на ATP и UTP. Эти эффекты также 
статистически значимо ослаблялись антагониста-
ми SigmaR1 [29]. Известно, что агонисты SigmaR1 
оказывают нейропротекторное действие при мо-
делировании БП. Хроническое введение селектив-
ного агониста SigmaR1 PRE-084 приводит к вос-
становлению нервных волокон при повреждении 
среднемозгового пучка головного мозга мышей, 
вызванном 6-OHDA [30]. На модели менадионовой 
генотоксичности in vitro было установлено, что ци-
топротекторное действие афобазола обусловлено 
не только взаимодействием препарата с SigmaR1, 
но и с MT

3
-рецептором [14]. Вклад регуляции 

NQO2 в защитные механизмы подтверждён на мо-
дели нейродегенерации, вызванной паракватом. 
Установлено, что введение селективного ингиби-

Рис. 1. Дизайн эксперимента
Примечания: 6-OHDA – однократное унилатеральное 
интрастриатное введение 6-гидроксидофамина, А – начало 
курса введения афобазола, П – начало курса введения плацебо, 
С1 – первая обучающая сессия, С2 – вторая обучающая 
сессия, Т – тест «вращающийся стержень».

Таблица 1

Влияние 14-суточного введения афобазола 
на время удерживания в тесте «вращающийся 

стержень» мышей линии CD-1 при однократном 
унилатеральном интрастриатном введении 6-OHDA

Экспериментальные группы
Время удерживания (с)

20 об./мин 4–40 об./мин

Л.О. 
Плацебо
n = 10

117,5
(101–120)

36
(24,75–42,25)

6-OHDA

Плацебо
n = 10

21
(16,25–37,75)
** p < 0,001

18
(14,5–26,5)
* p = 0,031

Афобазол 
(2,5 мг/кг)

n = 9

82
(69,5–102)
# p = 0,024

28
(24,5–33)

Примечания: Данные представлены в виде Mdn (q25–75). N – 

количество животных в группе. Л.О. – ложно-оперированные животные. 

6-OHDA – опытные животные. * – статистически значимые различия по 

сравнению с группой ложно-оперированных животных (p < 0,05, Krus-

kal–Wallis test, Dunn’s post hoc). ** – статистически значимые различия по 

сравнению с группой ложно-оперированных животных (p < 0,001, Kru-

skal–Wallis test, Dunn’s post hoc). # – статистически значимые различия 

по сравнению с группой опытных животных, получавших плацебо 

(p < 0,05, Kruskal–Wallis test, Dunn’s post hoc)
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