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Резюме 
На  срезах  гиппокампа  крыс  исследованы  по  влиянию  на 
амплитуду  постсинаптических  потенциалов  пирамид-
ных  нейронов  механизмы  нейропротекторного  эффекта 
производного  спиро[индол-3,1'-пиррол[3,4-с]пиррола] 
(шифр R-86).  In vitro R-86 ослабляет ответы на акти-
вацию  НМДА-рецепторов  и  повреждение,  вызванное 
пе рекисью  водорода,  но  не  активно  при  аноксии  и  ней-
рогликопении. При системном введении R-86 проявляет 
слабый  эффект  при  аноксии  и  нейрогликопении,  умень-
шает стероидную нейротоксичность.

ВВеденИе 

Поиск новых препаратов, обладающих достаточ-
но высокой терапевтической активностью при по-
вреждениях головного мозга, является актуальной 
задачей в связи с широким распространением сосу-
дистых заболеваний, ведущих к нарушениям мозго-
вого кровообращения. Наиболее часто встречается 
ишемический инсульт [4]. В доклинических иссле-
дованиях у одного из производных спиро [индол-3,1'-
пиррол [3,4-с]пиррола] — 5'- (4-метилфенил)-3'- 
[2-(метилтио)этил]-3a',6a'-дигидро-2'H-спиро 
[индол-3,1'-пироло [3,4-c]пирол]-2,4',6' (1H,3'H,5'H)-
триона (лабораторный шифр R-86), синтезиро-
ванного в Национальном фармацевтическом уни-
верситете к. фарм. н. Р. Г. Редькиным, выявлена 
достаточно высокая антигипоксическая и антиише-
мическая активность, а также способность умень-
шать неврологический дефицит у животных в усло-
виях модельного ишемического инсульта в дозе 
10 мг/кг [2, 3]. Достаточно полно исследованы ме-
ханизмы нейропротекторого действия указанного 
вещества главным образом на системном уровне. 
Клеточные и субклеточные аспекты механизма дей-
ствия фармакологического вещества R-86 изучены 
недостаточно. С целью их выяснения в настоящей 

работе предпринята попытка выяснить влияние 
вещества R-86 на популяционные возбуждающие 
постсинаптические потенциалы пирамидных ней-
ронов (пВПСП) области СА1 гиппокампа крыс, об-
ладающих высокой чувствительностью к гипоксии, 
при повреждениях срезов мозга, вызываемых экс-
айтотоксическим влиянием N-метил-D-аспартата 
(НМДА), аноксии с нейрогликопенией, оксидативно-
го стресса и дексаметазона.

метОдИКА 

Электрофизиологические исследования выпол-
нены на срезах дорсального гиппокампа. Детали ме-
тода изложены ранее [1]. Крыс наркотизировали 
кетамином (50 мг/кг внутрибрюшинно). По достиже-
нию наркоза животных декапитировали, из черепа 
извлекали головной мозг, который охлаждали рас-
твором для препарирования, имеющим температу-
ру 4–6 °C. Выделяли дорсальный гиппокамп. Срезы 
толщиной 400 мкм готовили с помощью вибратома 
в ванночке, заполненной охлажденным раствором 
для препарирования. Далее из поперечных срезов 
мозга выделяли гиппокамп; срезы указанной струк-
туры помещали в инкубационную камеру, где их пер-
фузировали раствором Кребса следующего ионного 
состава (в мМ): NaCl — 124, KCl — 3; KН

2
PO

4
 — 1,25; 

NaHCO
3
 — 26, CaCl

2
 — 2, MgSO

4
 — 1, глюкоза — 10. 

К раствору добавляли диметилсульфоксид (ДМСО) 
в виде 0,1%-го раствора из расчета 0,5 мл на 50 мл, 
что обеспечивало растворимость вещества R-86.

Раствор Кребса в инкубационной камере по-
стоянно насыщали карбогеном, поддерживали 
температуру 25 °C, скорость протока 2 мл/мин. Че-
рез 90 мин инкубации один из срезов помещали 
в рабочую камеру объёмом 0,5 мл, где перфузирова-
ли насыщенным карбогеном раствором Кребса при 
температуре 28 °C со скоростью 2 мл/мин. В срезах 
гиппокампа регистрировали пВПСП пирамидных 
нейронов области СА1, вызываемые электрической 
стимуляцией коллатералей Шаффера. Стимуляцию 
синаптических входов осуществляли с помощью би-
полярного нихромового электрода прямоугольными 
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импульсами тока длительностью 0,1 мс. После ста-
билизации амплитуды пВПСП строили график ее 
зависимости от интенсивности пресинаптической 
стимуляции.

Дальнейшие исследования проводили с пВПСП, 
амплитуда которых составляла 80–90 % от макси-
мальной. Для анализа НМДА-компонента пВПСП 
пирамидных нейронов срезы коры перфузирова-
ли раствором Кребса со сниженной до 0,2 мМ кон-
центрацией Мg 2+ и добавлением 10 мкМ блокатора 
АМРА-рецепторов — 6,7-динитрохиноксалин-2,3-
диона, 50 мкМ неконкурентного блокатора ГАМК

А
-

рецепторов пикротоксина и 1 мкМ ко-агониста 
НМДА-рецепторов глицина. Синаптическую пла-
стичность изучали в условиях воспроизведения 
длительной потенциации синаптической передачи. 
Для этого коллатерали Шаффера подвергали вы-
сокочастотной (100 Гц, 1 с) стимуляции, после чего 
регистрировали изменения амплитуды пВПСП каж-
дые 5 мин.

Эксайтотоксическое действие НМДА исследо-
вали по методу Liu Y. et al. [12], воздействуя на сре-
зы гиппокампа 50 мкМ НМДА в присутствии 1 мкМ 
глицина в течение 15 мин. Затем срезы переноси-
ли в инкубационную камеру, добавляя в опытной 
группе к раствору Кребса вещество R-86, раство-
ренное в ДМСО, в концентрации 100 мкМ. Эта кон-
центрация близка к создаваемой при системном 
введении вещества R-86 в церебропротекторной 
дозе 10 мг/кг. Электрофизиологические исследо-
вания проводили через 1 ч после прекращения дей-
ствия НМДА.

Аноксию и нейрогликопению моделировали 
по методу Tian G., Baker A. J. [14], помещая срезы 
на 15 мин при температуре 30 °С в камеру с ат-
мосферой азота в раствор Кребса, где глюкоза 
замещена эквивалентным количеством маннита. 
Затем срезы переносили в инкубационную каме-
ру в аэрируемый раствор Кребса, содержащий 
вещество R-86 для опытной группы. В электро-
физиологические исследования срезы брали че-
рез 1 час после прекращения процедуры аноксии 
и нейрогликопении. Оксидативный стресс моде-
лировали по методу de Almeida L. M. et al. [6], для 
чего на срезы воздействовали перекисью водоро-
да в концентрации 1 мМ в течение 30 мин, затем 
переносили их в инкубационную камеру и через 
1 ч брали в исследования. В опытной группе к рас-
твору Кребса добавляли вещество R-86. Влия-
ние R-86 на глюкокортикоидную нейротоксичность 
изучали по методу Haynes L. E. еt al. [9]. Для этого 
крысам внутрибрюшинно вводили токсическую 
дозу (20 мг/кг) агониста глюкокортикоидных ре-
цепторов дексаметазона. R-86 в дозе 10 мг/кг 
вводили внутрибрюшинно дважды — сразу и че-
рез 12 ч после дексаметазона. Через 24 ч после 
введения дексаметазона крыс декапитировали 
и готовили срезы гиппокампа для электрофизио-
логических исследований.

Поскольку основная биофизическая функция ней-
ронов — генерация постсинаптических потенциалов 
и потенциалов действия, наиболее ранними прояв-
лениями повреждения является необратимое (ино-
гда прогрессирующее) снижение амплитуд пВПСП 
пирамидных нейронов области СА1. Менее выра-
женное снижение амплитуд пВПСП на фоне воздей-
ствия R-86 в условиях повреждающих процедур рас-
ценивали как маркер нейропротекторного действия. 
Каждая серия опытов выполнена на 5–12 срезах гип-
покампа, взятых у 3–5 различных крыс.

Для статистической обработки использовали 
t-критерий Стьюдента.

РезультАты ИССледОВАнИй 

Воздействие на срезы гиппокампа вещества 
R-86 в концентрации 100 мкМ, которая с учетом мо-
лекулярной массы вещества соответствует систем-
но вводимой дозе 10 мг/кг, вызывало недостоверную 
тенденцию (~13 %; р > 0,05) к снижению амплитуды 
субмаксимальных пВПСП пирамидных нейронов об-
ласти СА1 гиппокампа (рис. 1, слева). В то же время 
в концентрации 100 мкМ вещество R-86 вызывало 
статистически значимое снижение (~23 %; р = 0,001) 
амплитуды фармакологически изолированного 
НМДА-компонента пВПСП (рис. 1, справа).

Эти данные указывают, что веществу R-86 при-
суща умеренно выраженная активность антагони-
ста НМДА-рецепторов, что подтверждается данны-
ми, представленными в таблице 1. Действительно, 
вещество R-86 в концентрации 100 мкМ ослабляло 
вызываемое воздействием НМДА эксайтотоксиче-
ское повреждение пирамидных нейронов области 

n Рисунок 1. Изменения амплитуд пВПСП пирамидных 
нейронов  области  СА1  (слева)  и  их  НМДА-компонентов 
(справа)  при  воздействии  на  срезы  гиппокампа  вещества 
R-86.  Вверху  представлены  образцы  синаптических  по-
тенциалов, усредненные по 10 измерениям: исходные (1, 3) 
и в присутствии вещества R-86  (2, 4). пВПСП — популя-
ционные возбуждающие постсинаптические потенциалы. 
Калибровка: 1 мВ, 10 (1 и 2) и 20 (3 и 4) мс. * — р < 0,05 по 
отношению к исходным показателям
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СА1 гиппокампа. Так, через 1 час после прекраще-
ния действия НМДА на срезы гиппокампа амплитуда 
пВПСП снижалась до 46 % от исходной; в то же вре-
мя при аппликации на срезы гиппокампа вещества 
R-86 в течение часового периода после прекраще-
ния действия НМДА эксайтотоксическое действие 
аминокислоты ослаблялось (р = 0,0048) на 20 % 
(табл. 1).

Помимо умеренно выраженной способности 
ослаблять эксайтотоксическое повреждение пира-
мидных нейронов, вещество R-86 обладает отчетли-
вой антиоксидантной активностью (табл. 1). Воздей-
ствие на срезы гиппокампа Н

2 
О

2
 в концентрации 1 мМ 

в течение 30 мин вызывало повреждение нейронов, 
которое проявлялось снижением амплитуд пВПСП 
до 53 % от контрольных величин. Это повреждение 
существенно ослаблялось веществом R-86, исполь-
зуемым в концентрации 100 мкМ, на что указывает 
увеличение амплитуд пВПСП до 85 % (р = 0,004).

Наиболее жесткое повреждение пирамидных 
нейронов области СА1 вызывает длящаяся в тече-
ние 15 мин при 30 °С процедура аноксии и нейро-
гликопении, воспроизводящая in vitro метаболиче-
ские нарушения при ишемическом инсульте. В этих 
условиях амплитуда пВПСП исследуемых нейронов 
катастрофически снижалась до 10 % от исходной 
(табл. 1). Добавление в омывающий срезы гиппо-
кампа оксигенированный содержащий глюкозу рас-
твор Кребса вещества R-86 вызывало недостовер-
ную (р > 0,05) тенденцию к увеличению амплитуды 
пВПСП (табл. 1). Следовательно, в этих условиях 
вещество R-86 не проявляет нейропротекторное 
действие.

Системное введение вещества R-86 в дозе 
10 мг/кг дважды с интервалом 12 часов перед элек-
трофизиологическими исследованиями позволило 
выявить умеренную нейропротекторную активность 
в условиях аноксического повреждения гиппокампа. 
Как следует из таблицы 2, в этих условиях ампли-
туда пВПСП пирамидных нейронов увеличивалась 
до 28 % по сравнению с 11 % у животных, которым 
вводили растворитель (р = 0,027).

В ранее проведенных исследованиях установ-
лено, что вызываемое окклюзией сонных артерий 
у крыс острое нарушение мозгового кровообраще-
ния сопровождается ростом уровня глюкокортикои-
дов в мозге, которые усиливают процесс апоптотиче-
ской гибели нейронов, а вещество R-86 значительно 
снижает их содержание в крови, оттекающей от го-
ловного мозга [3, 12]. Вызываемое высокими концен-
трациями глюкокортикоидов повреждение нейронов 
гиппокампа — твердо установленный факт. Действи-
тельно, введение крысам синтетического агониста 
глюкокортикоидных рецепторов дексаметазона вы-
зывало отчетливое повреждение пирмидных нейро-
нов области СА1, которое проявлялось снижением 
амплитуды пВПСП на 82 % (табл. 2). Если же крысам 
одновременно с дексаметазоном и в последующем 
с интервалом 12 ч вводили вещество R-86 в дозе 
10 мг/кг, нейротоксическое действие глюкокортико-
ида существенно уменьшалось — амплитуда пВПСП 
снижалась лишь на 58 % (р = 0,0012). Эти данные 
указывают, что вещество R-86 наряду с угнетением 
образования глюкокортикоидов способно ослаблять 
вызываемые кортикостероидами нейротоксические 
эффекты.

n Таблица 1. Влияние вещества R-86 на повреждение пирамидных нейронов области СА1 различного генеза в исследова-
ниях на срезах гиппокампа крыс

Применяемые  
воздействия

Амплитуда субмаксимальных пВПСП в %

Исходная После воздействия
После воздействия на фоне 

вещества R-86 (100 мкМ)

НМДА 50 мкМ
(15 мин)

100 46,2 ± 4,2 * 64,6 ± 2,3 * #

Н
2 

О
2
 1 мМ

(30 мин)
100 53,6 ± 4,9 * 85,0 ± 6,3 * #

Аноксия
с нейрогликопенией при 30 °С 

(15 мин)
100 9,8 ± 3,8 * 18,3 ± 3,4 *

пВПСП — популяционные возбуждающие постсинаптические потенциалы; * — р < 0,05 по отношению к контролю; # — р < 0,05 
по отношению к применяемому воздействию

n Таблица  2. Влияние  вещества R-86 при  системном  введении на повреждение пирамидных нейронов  области СА1 
у крыс, вызываемое аноксией/нейрогликопенией и воздействием глюкокортикоида 

Применяемые  
воздействия

Амплитуда субмаксимальных пВПСП в %

Исходная
После  

воздействия

После воздействия
на фоне системного введения 

вещества R-86 (10 мг/кг)

Аноксия с нейрогликопенией 
при 30 °С (15 мин)

100 11,2 ± 3,4 * 28,0 ± 2,3 * #

Дексаметазон (20 мг/кг) в/б 
за 24 часа до опыта

100 17,6 ± 3,9 * 42,0 ± 4,3 * #

пВПСП — популяционные возбуждающие постсинаптические потенциалы; * — р < 0,05 по отношению к контролю; # — р < 0,05 
по отношению к применяемому воздействию
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ОбСужденИе РезультАтОВ 

Результаты показывают, что оригинальное про-
изводное спиро [индол-3,1'-пиррол[3,4-с]пиррола] 
(вещество R-86) обладает выраженной нейроци-
топротекторной активностью, уменьшая в услови-
ях различных повреждающих воздействий степень 
снижения пВПСП пирамидных нейронов области 
СА1 гиппокампа крыс. Это согласуется с ранее 
установленной церебропротекторной активно-
стью вещества R-86 при ишемии головного мозга 
[2, 3]. В опытах in vitro установлено, что при внесе-
нии в инкубационную среду, в которой находятся 
срезы гиппокампа, вещество R-86 уменьшает экс-
айтотоксичность, вызванную НМДА, и проявляет 
антиоксидантные свойства в условиях прямого по-
вреждения нейронов перекисью водорода. При про-
филактическом системном введении вещество 
R-86 ослабляет повреждение нейронов, вызванное 
аноксией с нейрогликопенией в срезах гиппокампа, 
а также высокой дозой системно вводимого декса-
метазона.

Можно полагать, что умеренная активность 
вещества R-86 как антагониста нейрональных 
НМДА-рецепторов недостаточна для ослабления 
начального эксайтотоксического повреждения 
нейронов в условиях аноксии и нейрогликопении, 
покольку ишемическое повреждение нейронов 
имеет НМДА-зависимые и НМДА-независимые 
компоненты [8]. Однако временной промежуток, 
использованный нами для восстановления после 
прекращения действия повреждающей процеду-
ры, очевидно, недостаточен для развития репер-
фузионных повреждений, ведущим механизмом 
которых является образование высокоактивных 
свободных радикалов [5]. Поэтому присущая ве-
ществу R-86 антиоксидантная активность не успе-
вала проявить себя.

Почему при системном введении животным ве-
щество R-86, в отличие от его прямого воздействия 
на срезы гиппокампа, обнаруживает нейропро-
текторную активность в условиях аноксии и ней-
рогликопении, остается неясным. Возможно, уме-
ренная нейропротекторная активность вещества 
R-86 при системном введении обусловлена угнете-
нием дополнительных механизмов, существующих 
в обычных условиях, но при аноксии усиливающих 
процессы гибели нейронов. К ним относится глю-
кокортикоидный механизм регуляции деятельности 
мозга, который обеспечивает формирование памя-
ти, жизненного опыта и выбор стратегии поведе-
ния [11].

Антиглюкокортикоидное действие вещества 
R-86 при церебральной ишемии, установленное 
в предыдущих исследованиях [3], может быть обу-
словлено блокадой стероидных рецепторов либо 
угнетением процессов трансдукции, индуцирован-
ных активацией этих рецепторов. Первая возмож-
ность маловероятна, поскольку вещество R-86 осла-

бляет вызываемое дексаметазоном снижение 
амплитуды пВПСП (табл. 2), но не препятствует 
развитию нарушений синаптической пластичности. 
На фоне дексаметазона и вещества R-86 на 30-й мин 
после высокочастотной стимуляции синаптических 
входов прирост амплитуды пВПСП практически от-
сутствовал — 10,2 ± 4,4 %, тогда как у контрольных 
крыс, получавших вместо дексаметазона раствори-
тель, он составил 54,7 ± 5,1 % (р = 0,002). Нарушение 
синаптической пластичности в гиппокампе вслед-
ствие активации глюкокортикоидных рецепторов — 
хорошо установленный факт [10].

Что касается процессов трансдукции, приво-
дящих при активации глюкокортикоидных рецеп-
торов к апоптозу нейронов, то их можно выделить 
как минимум три. Во-первых, усиление эксайтоток-
сичности из-за усиления высвобождения и угне-
тения клиренса глутамата [15]. Во-вторых, угне-
тение экспрессии обладающих естественной 
нейропротекторной активностью нейротрофинов 
[13]. В-третьих, усиление продукции свободных 
радикалов в связи с усилением образования и по-
вышением активности МАО А и МАО В, которые 
усиливают деградацию моноаминов, приводящую 
к росту уровня свободных радикалов [7]. Не исклю-
чено, что лежащая в основе нейропротекторного 
действия вещества R-86 антиглюкокортикоидная 
активность обусловлена как угнетением биосинте-
за активных стероидов, так и ослаблением глюко-
кортикоидной эксайтотоксичности и антиоксидант-
ным действием.

Резюмируя комплекс полученных данных, сле-
дует отметить, что оригинальное производное 
3,2’-спиро-пирроло-2-оксиндола является пер-
спективным церебропротектором, обладающим 
антиглутаматной, антиоксидантной и антиглюкокор-
тикоидной активностью.

ВыВОды 

1. Производное спиро[индол-3,1'-пиррол[3,4-с]
пир рола]5'-(4-метилфенил)-3'-[2-(метилтио)
этил]-3a',6a'-дигидро-2'H-спиро[индол-3,1'-
пироло[3,4-c]пирол]-2,4',6'(1H,3'H,5'H)-трион 
(вещество R-86) обладает выраженной нейроци-
топротекторной активностью, уменьшая в усло-
виях различных повреждающих воздействий 
степень снижения популяционных возбуждаю-
щих постсинаптических потенциалов пирамид-
ных нейронов области СА1 гиппокампа крысы, 
вызванных электростимуляцией коллатералей 
Шаффера.

2. В механизмах защитного действия вещества 
R-86 при внесении в инкубационную среду 
(100 мкМ) принимают участие снижение эксайто-
токсичности, вызванной НМДА, и антиоксидант-
ные свойства в условиях прямого повреждения 
нейронов перекисью водорода.
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3. При предварительном введении вещество R-86 
(10 мг/кг внутрибрюшинно) ослабляет поврежде-
ние нейронов, вызванное аноксией с нейрогли-
копенией в срезах гиппокампа, а также высокой 
дозой системно вводимого дексаметазона.
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nEuroChEmiCAL mEChAnisms of thE  
CErEBroProtECtivE ACtion of sPiro 
[indoLE-3,1'-PyrroL [3,4-С] PyrroL]  
dErivAtivE

O. V. Khodakovskaya, D. V. Evdokimov, S.Yu. Shtrygol', 
I. I. Abramets, L. B. Braverman, A. A. Khodakovskiy, 
R. G. Red'kin 

The mechanisms of the neuroprotective ef-  sSuumar:�
fect of  3,2’-spiro-pyrrolo-2-оxindole derivative (code num-
ber R-86) were investigated in hippocampal sections of rats 
by measuring the amplitude of postsynaptic potentials in 
pyramidal neurons. In vitro R-86 reduced the responces to 
NMDA-receptors activation as well as hydrogen peroxide-
induced injury, being not active in anoxia and neuroglyco-
penia. When systemically administered, R-86 exerted weak 
effect in anoxia and neuroglycopenia and decreased ste-
roid-induced neurotoxicity.

spiro[indole-3,1'-pyrrol [3,4-с] pyrrol];    Kr  ward:  �
postsynaptic potentials; hippocampus; neurotoxicity; rats.
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