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Оценка влияния нейротоксина МФТП  
и противопаркинсонического препарата гимантана 
 на целостность ДНК в структурах головного мозга  

мышей С57BL/6
Анисина Е. А., Жанатаев А. К., Непоклонов А. В., Котельникова С. О., Вальдман Е. А.

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

Аннотация. Гимантан (гидрохлорид n-(2-адамантил)гексаметиленимина) – противопаркинсонический препарат, обладающий поликомпонентным 
механизмом действия, включающим модулирующее влияние на активность дофамин- и серотонинергической медиаторных систем, избирательный 
ингибирующий эффект на МАО-В, свойства низкоаффинного неконкурентного блокатора ионного канала глутаматных рецепторов NMDA подтипа, 
обладает умеренной антирадикальной и противовоспалительной активностью. Целью настоящего исследования явилась оценка влияния нейро-
токсина МФТП, применяемого для моделирования паркинсонического синдрома, и противопаркинсонического препарата гимантана на целост-
ность ДНК в стриатуме и фронтальной коре головного мозга мышей С57BL/6 методом ДНК-комет – гель-электрофореза ДНК одиночных клеток. 
Результаты. В первом эксперименте гимантан вводили один раз в сутки в течение 5 дней до начала введения МФТП (20 мг/кг, в/б), затем вместе с 
МФТП один раз в сутки в течение 5 дней. Во втором – гимантан 10 мг/кг вводили предварительно 4 дня и за 40 мин до МФТП 30 мг/кг. Полученные 
результаты подтверждают отсутствие у гимантана в терапевтической дозе 10 мг/кг эффекта на ДНК. В использованных схемах экспериментов не 
удалось установить ожидаемого возрастания уровня ДНК повреждений под влиянием МФТП, и соответственно, оценить защитный эффект гимантана.
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Evaluation of the effect of the neurotoxin MPTP and the antiparkinsonian drug hemantane on the DNA integrity  
in the brain structures of C57BL/6 mice

Anisina EA, Zhanataev AK, Nepoklonov AV, Kotelnikova SO, Valdman EA
FSBI “Zakusov Institute of Pharmacology”, Moscow, Russia

Abstract. Hemantane (N-adamant-2-yl-hexamethylenimine hydrochloride) is an antiparkinsonian drug with a multicomponent mechanism of action, 
including a modulating effect on the activity of dopamine and serotonergic mediator systems, a selective inhibitory effect on MAO-B, properties of a low-
affinity non-competitive channel blocker of glutamate NMDA receptors, has moderate antiradical and anti-inflammatory activity. The aim of this study was to 
assess the effect of the neurotoxin MPTP, which is used for modeling of parkinsonian syndrome, and the hemantane on the DNA integrity in the striatum and 
frontal cortex of the brain of C57BL/6 mice by the DNA comet assay – gel electrophoresis of DNA single cells. Results. In the first experiment, hemantane was 
administered once a day for 5 days before the MPTP (20 mg/kg, i.p.), then together with MPTP once a day for 5 days. In the second experiment hemantane 
10 mg/kg was injected preliminarily for 4 days and 40 minutes before MPTP 30 mg/kg. The obtained results confirm the absence of an effect on DNA of 
hemantane at a therapeutic dose of 10 mg / kg. In the experimental schemes used, we did not reveal the expected increase in the level of DNA damage 
under the influence of MPTP, and, accordingly, we were not able to assess the protective effect of hemantane.
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Введение / Introduction

Болезнь	Паркинсона	(БП)	–	второе	по	частоте	
встречаемости	после	болезни	Альцгеймера	нейроде-
генеративное	заболевание.	В	основе	развития	симпто-
матики	БП	лежит	дегенерация	дофаминергических	
нейронов	чёрной	субстанции.	В	клинической	карти-
не	заболевания	преобладают	двигательные	наруше-
ния	–	тремор,	олиго-	и	брадикинезия,	ригидность,	
постуральные	расстройства,	которые	проявляются	
тогда,	когда	уже	погибло	более	58–64	%	нейронов	
компактной	части	чёрной	субстанции,	а	содержание	
дофамина	в	стриатуме	снизилось	на	60–80	%	[1].	Суще-

ствующие	средства	фармакотерапии	преимущественно	
являются	симптоматическими.	Даже	при	наличии	у	
ряда	противопаркинсонических	препаратов	нейро-
протекторных	свойств	назначение	их	на	развёрнутой	
стадии	не	позволяет	предотвратить	прогрессирование	
заболевания.

Усилия	исследователей	во	всём	мире	направлены	
на	изучение	патогенеза	БП,	поиск	генетических	мар-
керов	для	оценки	риска	развития,	диагностических	
возможностей	для	определения	заболевания	на	до-
симптомных	стадиях,	совершенствование	эксперимен-
тальных	моделей	с	целью	повышения	их	предикторной	
значимости	при	поиске	нейропротектров,	создание	и	
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внедрение	средств	патогенетической	терапии,	позво-
ляющих	замедлить	прогрессирование	БП.	Поскольку	
отдельные	звенья	патогенеза	БП	достаточно	хорошо	
изучены,	но	первичное	звено	не	определено,	в	качестве	
потенциальных	нейропротекторов	рассматриваются	
препараты,	воздействующие	на	несколько	звеньев	
патогенеза	БП.

В	НИИ	фармакологии	имени	В.В.	Закусова	раз-
работан	препарат	гимантан	(гидрохлорид	n-(2-ада-
мантил)гексаметиленимина),	обладающий	выражен-
ной	противопаркинсонической	активностью.

Установлен	поликомпонентный	механизм	дей-
ствия	гимантана.	Гимантан	оказывает	дозозависимое	
модулирующее	влияние	на	активность	дофамин-	и	
серотонинергической	медиаторных	систем	в	стриа-
туме	[2–4],	избирательный	ингибирующий	эффект	
на	моноаминооксидазы-В	(МАО-В)	[5,	6],	является	
низкоаффинным	неконкурентным	блокатором	ион-
ного	канала	глутаматных	рецепторов	NMDA	под-
типа	[7],	обладает	умеренной	антирадикальной	и	
иммунотропной	активностью	[8].	Антиоксидантные	
свойства	гимантана	в	дозе	10	мг/кг	подтверждены	на	
модели	паркинсонического	синдрома,	вызванного	
введением	нейротоксина	МФТП	(1-метил-4-фенил-
1,2,3,6-тетрагидропиридин)	у	мышей	C57BL/6.	Пред-
варительное	до	МФТП	введение	гимантана	предот-
вращало	повышение	уровня	продуктов	перекисного	
окисления	липидов	в	коре	и	стриатуме	[9].

Известно,	что	окислительный	стресс,	сопровож-
дающийся	образованием	активных	форм	кислорода	
(АФК),	играет	важную	роль	в	развитии	различного	
генеза	повреждений	нейронов	и	нейродегенеративных	
заболеваний,	в	частности	болезни	Паркинсона	[10,	11].	
Для	изучения	окислительного	стресса	в	тканях	мозга	
используются	биомаркеры	–	биологические	молекулы,	
химическая	структура	которых	модифицируется	под	
влиянием	АФК.	В	качестве	биомаркеров	окисления	
молекул	ДНК	используют	методы	оценки	поврежде-
ний	оснований	ДНК,	в	частности	оценку	ДНК	по-
вреждений	методом	ДНК-комет-гель-электрофореза	
ДНК	одиночных	клеток	[12].	

Целью	настоящего	исследования	явилась	оценка	
влияния	нейротоксина	МФТП	и	противопаркинсо-
нического	препарата	гимантана	на	уровень	повреж-
дённости	ДНК	в	структурах	головного	мозга	мышей	
С57BL/6.

Материалы и методы / Materials and methods

Гимантан	(гидрохлорид	n-(2-адамантил)гексамети-
ленимина)	синтезирован	в	опытно-технологическом	
отделе	НИИ	фармакологии	имени	В.В.	Закусова.

Исследования	проводились	на	мышах-самцах	ли-
нии	С57Bl/6	массой	18–20	г,	полученных	из	ФГБУН	
«НЦБМТ»	ФМБА	России,	филиал	«Столбовая».

Животные	содержались	в	условиях	вивария	при	
естественной	смене	светового	режима	со	свободным	

доступом	к	стандартному	гранулированному	корму	и	
воде.	Соблюдались	требования	Приказа	Минздрава	РФ	
от	01.04.2016	№199н	«Об	утверждении	Правил	надлежа-
щей	лабораторной	практики»	и	Решения	Совета	ЕЭК	
№81	«Об	утверждении	Правил	надлежащей	лаборатор-
ной	практики	Евразийского	экономического	Союза	
в	сфере	обращения	лекарственных	средств»,	а	также	
правила	лабораторной	практики	при	проведении	до-
клинических	исследований	в	РФ	(ГОСТ	33044-2014	–	
Принципы	надлежащей	лабораторной	практики).	
Все	манипуляции	с	животными	были	одобрены	Ко-
миссией	по	биомедицинской	этике	ФГБНУ	«НИИ	
фармакологии	имени	В.В.	Закусова».

Паркинсонический	синдром	моделировали	у	мы-
шей	С57BL/6	системным	введением	нейротоксина	
МФТП	по	разным	схемам.	Ранее	удалось	зареги-
стрировать	наиболее	выраженный	защитный	эффект	
гимантана	от	МФТП	при	повторном	предварительном	
до	нейротоксина	введении	[13],	поэтому	гимантан	в	
дозе	10	мг/кг	внутрибрюшинно	вводили	до	МФТП.

В	первом	эксперименте	гимантан	вводили	один	раз	
в	сутки	в	течение	5	дней	до	начала	введения	МФТП	
(20	мг/кг,	в/б),	затем	вместе	с	МФТП	один	раз	в	сутки	
в	течение	5	дней.

Во	втором	эксперименте	использовали	однократ-
ное	введение	МФТП	в	дозе	30	мг/кг.	Гимантан	10	мг/кг	
вводили	предварительно	4	дня	и	за	40	мин	до	введения	
МФТП.	Животных	декапитировали	через	24	ч	после	
последней	инъекции.

Оценку	повреждённости	ДНК	проводили	методом	
ДНК-комет	в	щелочной	версии	[12].	После	эвтаназии	
животных	максимально	быстро	извлекали	головной	
мозг,	помещали	его	на	лёд	и	выделяли	стриатум	и	кору	
обоих	полушарий.	Полученные	структуры	помещали	
в	охлаждённый	фосфатно-солевого	буфер,	содержа-
щий	20	мМ	EDTA-Na2	и	10	%	диметилсульфоксида		
(рН	7,5),	измельчали	и	выдерживали	для	осажде-
ния	крупных	фрагментов	тканей.	Суспензии	клеток	
вносили	в	агарозный	гель	на	предметные	стекла	и	
лизировали	в	буфере	(10	мМ	Tris-HCl	[pH	10],	2,5M	
NaCl,	100	мМ	EDTA-Na2,	1	%	Triton	X-100,	10	%	ди-
метилсульфоксид)	не	менее	1	часа.	После	окончания	
лизиса	микропрепараты	переносили	в	охлажденный	
до	4	°С	буфер	для	электрофореза	–	300	мМ	NaOH,		
1	мМ	EDTA-Na2	[pH>13].	Инкубировали	в	течение	
20	минут	для	реализации	щелочно-лабильных	сайтов	
и	щелочной	денатурации	ДНК	и	далее	проводили	
электрофорез	в	течение	20	минут	при	напряжённо-
сти	поля	1В/см	и	силе	тока	~300	мА.	По	окончанию	
электрофореза	микропрепараты	отмывали	в	фосфатно-	
солевом	 буфере	 и	 фиксировали	 в	 70	 %	 растворе		
этанола.	

Микропрепараты	 окрашивали	 SYBR	 Green	 I	
(1:10000	в	ТЕ-буфере	[рН	8,5]	в	50	%	глицерине).	
Анализ	проводили	на	эпифлуоресцентном	микроско-
пе	Микмед-2	12T	(«Ломо»,	Россия),	совмещённом	с	
цифровой	камерой	высокого	разрешения	(VEC-335,	
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«ЭВС»,	Россия),	при	увеличении	×200.	Полученные	с	
микропрепаратов	изображения	ДНК-комет	анализи-
ровали	с	использованием	программного	обеспечения	
CASP	1.2.2	[14].	В	качестве	показателя	повреждённости	
ДНК	использовали	процентное	содержание	ДНК	в	
хвосте	ДНК-комет	(%	ДНК	в	хвосте).	С	каждого	ми-
кропрепарата	анализировали	не	менее	100	ДНК-комет.

При	статистической	обработке	данных	метода	
ДНК-комет	нормальность	распределения	выборок	
проверяли	с	помощью	критерия	Шапиро–Уилка.	
Значимость	различий	определяли	с	использованием	
параметрического	критерия	Даннета.	Полученные	
результаты	представляли	в	виде	средних	арифмети-
ческих	медиан	для	отдельного	животного	и	их	стан-
дартных	отклонений	(М±SD)	[15].	Различия	считали	
статистически	значимыми	при	р	≤	0,05.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Эксперимент 1
В	эксперимент	были	включены	4	группы	мышей.	
Группе 1	(n	=	8)	вводился	физиологический	раствор	

(физ.	р-р)	в	течение	10	дней	по	схеме	–	5	дней	–	одна	
инъекция	и	5	дней	–	2	инъекции;

Группе 2	(n	=	8)	вводили	гимантан	10	мг/кг	5	дней,	
далее	5	дней	10	мг/кг	гимантан	+	физ.	р-р;	

Группе 3 (n	=	8)	5	дней	вводили	физ.	р-р	+	МФТП,	
с	5-го	по	10-й	день	–	физ.	р-р	и	20	мг/кг	в	день	МФТП;

Группе 4	(n	=	8)	вводили	5	дней	гимантан	по	10	мг/кг	
в	день,	далее	5	дней	–	гимантан	10	мг/кг	и	через	30	
мин	после	гимантана	–	20	мг/кг	МФТП.

Структуры	мозга	извлекали	через	24	часа	после	
последней	инъекции.

При	использованной	схеме	введения	не	выявлено	
увеличения	повреждённости	ДНК	под	воздействием	
нейротоксина	МФТП,	вводимого	в	дозе	20	мг/кг	в	
течение	10	дней.	Гимантан	в	дозе	10	мг/кг	в	течение	
10	дней,	также	не	оказывал	эффекта	на	уровень	по-
врежденности	ДНК	(табл.	1).

Эксперимент 2
Во	втором	эксперименте	проводили	однократное	

введение	МФТП	в	дозе	30	мг/кг.	Гимантан	10	мг/кг	вво-
дили	предварительно	4	дня	и	за	40	мин	до	МФТП.	Кон-
трольной	группе	вводили	физиологический	раствор.	
Оценку	повреждённости	ДНК	после	введения	per se 
гимантана	не	проводили,	поскольку	в	предыдущем	
эксперименте	на	фоне	субхронического	введения	
препарат	не	проявил	повреждающей	ДНК	активности.	
Повреждённость	ДНК	оценивали	через	3	часа	после	
введения	МФТП.	Полученные	данные	представлены	
в	таблице	2.

Через	3	часа	после	однократного	введения	вы-
сокой	дозы	МФТП	(30	мг/кг)	отмечено	некоторое	
увеличение	уровня	ДНК	повреждений	под	влиянием	
нейротоксина,	однако	не	достигающее	даже	уровня	
тенденции.	Установлена	тенденция	к	снижению	уровня	
повреждений	ДНК	в	стриатуме	при	предварительном	
до	МФТП	введении	гимантана.	

В	рамках	описываемого	исследования	уровень	
повреждений	ДНК	также	оценивался	через	3	часа	и	
через	8	часов	после	однократного	введения	нейроток-
сина	МФТП	в	дозе	30	мг/кг.	Как	и	в	предыдущих	двух	
экспериментах,	значимых	различий	с	контрольной	
группой	зафиксировано	не	было.

Таким	образом,	при	схемах	с	однократным	и	мно-
гократным	введением	не	удалось	выявить	ожидаемого	

Таблица 1
Эксперимент 1. Уровень ДНК повреждений в коре  

и стриатуме мышей С57BL / 6
Table 1

Experiment 1. DNA damage in frontal cortex and striatum  
of С57BL / 6 mice

Группа / Group

% ДНК в хвосте / % DNA  
in tail

Фронтальная 
кора / Frontal 

cortex

Стриатум /
Striatum

1 Физраствор
Saline 0,73±0,47 0,78	±	0,70

2 Гимантан	10	мг/кг
Hemantane	10	mg/kg 0,63	±0,48 0,63	±	0,30

3 МФТП	20	мг/кг
MPTP	20	mg/kg 1,00±	0,60 0,70	±	0,30

4 Гимантан	10	мг/кг	+	
МФТП	20	мг/кг
Hemantane	10mg/kg	+	
MPTP	20	mg/kg

0,54	±	0,29 0,70	±	0,38

Примечание:	 результаты	 представлены	 в	 виде	 средней	 арифмети-
ческой	медиан	и	стандартного	отклонения	(М+SD).
Notes:	 the	 results	 are	 presented	 as	 mean	 of	 medians	 and	 standard	
deviation	(М+SD).

Таблица 2

Эксперимент 2. Уровень повреждений ДНК в коре  
и стриатуме мышей С57BL / 6

Table 2

Experiment 2. DNA damage in frontal cortex and striatum  
of С57BL / 6 mice

Группа / Group
% ДНК в хвосте / % DNA in tail

Фронтальная кора / 
 Frontal cortex

Стриатум /
Striatum

1 Физраствор
Saline 2,06±0,72 2,48±1,37

2 МФТП	20	мг/кг
MPTP	20	mg/kg

3,29±1,68
р1	=	0,21

3,02±2,00
р1	=	0,64	

3 Гимантан	10	мг/кг	+	
МФТП	20	мг/кг
Hemantane	10mg/kg	+	
MPTP	20	mg/kg

2,64±1,75
р2	=	0,6

1,76±0,63
р2	=	0,16

Примечания:	результаты	представлены	в	виде	средней	арифметиче-
ской	медиан	и	стандартного	отклонения	(М+SD);	р1	–	по	сравне-
нию	с	группой	1;	р2	–	по	сравнению	с	группой	2.
Notes:	 the	 results	 are	 presented	 as	 mean	 of	 medians	 and	 standard	
deviation	 (М+SD);	 р1	 –	 as	 compared	 with	 group	 1;	 р2	 –	 as	 compared	
with	group	2.
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возрастания	уровня	повреждений	ДНК	в	клетках	
фронтальной	коры	и	стриатума	мышей	под	действи-
ем	нейротоксина	МФТП,	и	соответственно,	оценить	
потенциальный	протекторный	эффект	гимантана.	

Использованная	в	эксперименте	1	схема	введения	
МФТП	20	мг/кг	в	течение	5	дней	один	раз	в	день	со-
ответствует	субхронической	модели	с	апоптотической	
гибелью	клеток	[16].	Имеются	данные	о	индукции	
повреждений	ДНК	после	введения	МФТП	в	дозе		
20	мг/кг	4	раза	через	2	часа	[17].	Эта	схема	считается	
моделью	острого	начала	заболевания	с	развитием	
некротической	гибели	нейронов	[18].	Вместе	с	тем,	
на	микропрепаратах	ДНК-комет	не	выявлялись	так	
называемые	атипичные	ДНК-кометы,	являющиеся	
косвенным	свидетельством	клеточной	гибели	[19].	

Попытки	оценивать	повреждения	ДНК,	вызванные	
МФТП,	представлены	всего	в	нескольких	работах.	
Полученные	нами	данные	согласуются	с	результатами	
исследования,	в	котором	авторам	не	удалось	устано-
вить	увеличения	базального	уровня	ДНК	повреждений	
после	однократного	введения	МФТП	в	дозе	30	мг/кг,	
при	этом	установлено,	что	ДНК	становилась	менее	
устойчивой	к	повреждениям,	но	в	то	же	время	активи-
зировались	процессы	репарации.	В	этом	же	исследова-
нии	при	попытке	оценить	защитный	эффект	статинов,	
обладающих	нейропротекторной	активностью	в	других	
тестах,	были	получены	результаты,	указывающие	на	
то,	что	сами	эти	препараты	вызывают	повреждения	
ДНК.	Профилактическое	применение	правастатина,	
симвастатина	и	аторвастатина,	обладающих	нейро-
протекторной	активностью,	приводило	к	повышению	
базального	уровня	повреждений	ДНК	[20].

Повреждающее	действие	МФТП	на	клетки	мозга	
связывают	в	первую	очередь	с	индукцией	окислитель-
ного	стресса	за	счёт	образования	цитотоксических	
хинонов	и	гидроксильного	радикала	[21].	Последний,	

являясь	высокореактивной	АФК,	повреждает	все	
макромолекулы	клетки,	включая	ДНК.	Возможно,	
при	этом,	что	окислительный	стресс,	вызываемый	
МФТП	при	использованных	нами	схемах	введения,	не	
достаточно	выражен	для	детекции	с	использованием	
в	качестве	биомаркера	повреждений	ядерной	ДНК,	
но	способен	запустить	каскад	митохондриальной	
клеточной	гибели.	Установлено,	что	индуцируемый	
МФТП	окислительный	стресс	вызывает	каспаза-неза-
висимый	путь	апоптотической	гибели	путём	активации	
апоптоз-индуцируемого	фактора	AIF	митохондрий	
[21].	Примечательно,	ряд	исследователей	указывает,	
что	следует	оценивать	преимущественно	не	ядерную,	
а	митохондриальную	ДНК,	повреждения	которой	вно-
сят	больший	вклад	в	этиопатогенез	БП	[22].	Очевидна	
перспективность	исследований	по	оценке	первичных	
повреждений	и	мутаций	в	митохондриальной	ДНК	на	
модели	МФТП-индуцированной	БП	с	целью	опре-
деления	их	в	качестве	чувствительного	биомаркера	
нейротоксических	поражений.	

Полученные	в	настоящем	исследовании	результаты	
подтверждают	выявленные	ранее	экспериментальные	
данные	об	отсутствии	у	гимантана	в	терапевтической	
дозе	10	мг/кг	генотоксической	активности.

Выводы / Conclusions

1.	Нейротоксин	МФТП	при	введении	в	течение		
5	дней	в	дозе	20	мг/кг	в	сутки	однократно,	а	также	при	
однократном	введении	в	дозе	30	мг/кг	не	индуцирует	
детектируемые	методом	ДНК-комет	повреждения	
ДНК	клеток	стриатума	и	фронтальной	коры	мышей	
С57BL/6.

2.	Гимантан	при	введении	в	течение	10	дней	в	дозе	
10	мг/кг	в	сутки	не	вызывает	повреждений	ДНК	в	клет-
ках	стриатума	и	фронтальной	коры	мышей	С57BL/6.
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