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Изучено действие когнитивно�стимулирующего вещества БД�2, относящегося
к классу γ�карболинов, а также гибридного соединения на основе фуллерена С60 (ГСФ)
и присоединенного к нему БД�2 на различные аспекты поведения животных. Синтези�
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гибридных соединений на основе фуллерена С60 и фармакологически активных группи�
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Известно, что фуллерены обладают уникальной
пространственной и электронной структурой, обус�
ловливающей их выраженные донорно�акцепторные
и фотофизические свойства. При варьировании ад�
дендов, присоединяемых к сфероиду фуллерена, про�
изводные фуллерена С60 приобретают амфифильные
и стереоспецифичные мембранотропные свойства,
а также проявляют антиоксидантную и противови�
русную активность1—3. Благодаря этим свойствам
фуллерен С60, с одной стороны, рассматривается
в химической фармакологии как носитель функцио�
нальных группировок, обладающих биологической
активностью, а с другой, сам обладает нейропротек�
торной активностью4. N�(Моногидрофуллеренил)за�
мещенные аминокислоты или пептиды5 — продукты
эквимольного присоединения аминокислот или пеп�
тидов к фуллерену — составляют особый класс орга�
нических соединений, которые можно рассматривать

как потенциальные антиметаболиты определенного
подкласса физиологически активных веществ.

Аминокислотные производные фуллерена С60
(АПФ) были синтезированы, как описано в работе5

(схема 1).

Схема 1

Среди АПФ следует выделить фуллеренилпролин
и его производные. Интерес представляет исследова�
ние влияния фуллеренового сфероида на ключевую
роль производных пролина в определении направле�
ния сворачивания полипептидной цепи6,7. Именно
с этим свойством фуллеропролинов связана их био�
логическая активность, опосредованная ингибирова�
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нием цистеиновых и сериновых протеаз8. Поэтому со�
здание на основе фуллеренов гибридных нанострук�
тур для терапии нейродегенеративных заболеваний
представляется перспективным. Такие нанострукту�
ры являются продуктами присоединения к сфероиду
фуллерена двух аддендов, одним из которых является
аминокислота, обеспечивающая растворимость нано�
структур в воде, а другим — вещество, обладающее
нейропротекторной и/или когнитивно�стимулирую�
щей активностью и перспективного в качестве тера�
певтического препарата.

Экспериментальная часть

Все продукты синтеза, кроме производного пролина,
представляют собой аморфные порошки, умеренно раство�
римые в воде (С = 0.05—0.15 г•дл–1) с образованием ассоци�
атов, форма и количество которых зависит от гидрофильно�
липофильного баланса аминокислотного производного
фуллерена, величины рН и ионной силы раствора5,9. Со�
держание в них аминокислот изучено методом ВЭЖХ9.

В ИК�спектрах полученных АПФ (таблетки с KBr) со�
держатся интенсивные полосы поглощения в области
1590—1620 и 1350—1420 см–1, относящиеся к асимметрич�
ным и симметричным валентным колебаниям карбоксиль�
ной группы (СОО–, νаs(СОО–), νs(СОО–))10. Это доказыва�
ет наличие в молекуле АПФ цвиттер�ионной формы с иони�
зованной карбоксигруппой. Кроме того, для полученных
таким образом АПФ в ИК�спектрах характерно наличие
широких полос поглощения с максимумом около 3400 см–1,
иногда с плечом около 3200 см–1. Они могут принадлежать
валентным колебаниям связей N—H аммониевой группы
в цвиттер�ионах или аминогруппы в неионизованной ами�
нокислоте.

Характерной особенностью ИК�спектров АПФ являет�
ся наличие трех полос поглощения: около 1108 (сильной
интенсивности) и 960 и 840 см–1 (средней интенсивности).
Эти полосы присутствуют в спектрах всех АПФ, причем их
частоты и интенсивности мало зависят от структуры адден�
да в АПФ, что позволяет отнести их к колебаниям связей
атомов адденда со сфероидом фуллерена (С60—N и C60—H).
Не вполне однозначно положение полосы валентных коле�
баний связи C60—H (гидрофуллеренил), поскольку после
присоединения атома водорода к сфероиду гибридизация
соответствующего атома углерода фуллерена меняется с sp2

на sp3. Вполне вероятно, что с этим может быть связан на�
блюдаемый сдвиг полосы валентных колебаний ν(C60—H)
в достаточно широкую область — 2900—2920 см–1.

Совокупность аналитических данных о строении АПФ
позволяет предполагать, что они являются продуктами мо�
ноприсоединения аминокислот к фуллерену — N�(моно�
гидрофуллеренил)аминокислотами, а квантово�химические
расчеты подтверждают это предположение11. Известно, что
водород в фрагменте С60Н производных фуллерена облада�
ет протонной подвижностью12, которая обусловлена элект�
роотрицательностью сфероида фуллерена. Это определяет
высокую поляризацию связи С—Н и преимущественную
направленность по ней реакций SE2 электрофильного за�
мещения, что подтверждено квантово�химическими расче�
тами13.

Замещение гидрофуллеренильного водорода значитель�
но расширяет возможность направленного синтеза гибрид�
ных АПФ, ковалентно связанных с белками, пептидами,
хромофорами и др. В этой работе атом водорода замещен

на биологически активное вещество, обладающее нейро�
протекторной активностью, — гидрохлорид 2�метил�5�бен�
зил�8�хлор�2,3,4,5�тетрагидро�1Н�пиридо[4,3�b]индола
(БД�2) .

Определение интенсивности пероксидного окисления ли"
пидов мембран. Интенсивность пероксидного окисления
липидов (ПОЛ) в гомогенате коры головного мозга крыс
оценивали по содержанию малонового диальдегида (МДА)
в 1 г ткани14. Для оценки влияния БД�2 и гибридного
соединения на основе фуллерена С60 (ГСФ) на ПОЛ гомо�
гената коры головного мозга крыс к 2.25 мл гомогената
в K,Na�фосфатном буфере (pH 7.4) добавляли 0.25 мл ГСФ
в концентрации 10–4 моль•л–1 (в том же буфере) до по�
лучения конечной концентрации соединения в пробе
10–5 моль•л–1 и инкубировали 30 мин при 37 °С. К получен�
ному образцу добавляли 1 мл 17%�ной трихлоруксусной
кислоты и центрифугировали 10 мин при 3000 g. К пробам
(2 мл супернатанта) добавляли 1 мл 0.8%�ной тиобарбиту�
ровой кислоты, инкубировали на водяной бане 30 мин при
100 °С, затем охлаждали до комнатной температуры и реги�
стрировали оптическую плотность при длине волны 532 нм.

Концентрацию МДА рассчитывали по формуле K =
= (A1 – A2)/ε, где К — концентрация МДА, A1 и A2 — опти�
ческая плотность опытного образца и буферного раствора
соответственно, ε — молярный коэффициент экстинкции,
равный 1.56•105 л•(моль•см)–1. Полученное значение де�
лили на массу ткани (кора головного мозга крыс), из кото�
рой готовили гомогенат.

Определение активности моноаминоксидаз А и В (МАО"А
и МАО"В). Ферментативную активность МАО�А и МАО�В
в суспензии митохондрий гомогената коры мозга крыс оп�
ределяли по известной методике15, основанной на спектро�
фотометрическом определении количества аммиака, выде�
ляющегося в результате ферментативной реакции дезами�
нирования биогенных аминов серотонина и бензиламина
мембраносвязанными ферментами МАО�А и МАО�В.
К пробе суспензии митохондрий, содержащей 5 мг белка,
добавляли субстрат в конечной концентрации 10–3 моль•л–1,
0.2 мл исследуемых соединений в концентрации
5•10–5 моль•л–1 (конечная концентрация в пробе 10–5 моль•л–1)
и доводили объем 0.1 М К,Na�фосфатным буфером (рН 7.4)
до 1 мл. Пробы инкубировали при 37 °С в течение 1 ч, после
чего реакцию субстратного взаимодействия останавливали
добавлением 0.1 мл 50%�ной трихлоруксусной кислоты
и центрифугировали при 4500 g в течение 20 мин. Суперна�
тант помещали в пробирки, для подщелачивания среды
в образцы добавляли по 2 мл насыщенного раствора К2СО3,
закрывали притертой пробкой со стеклянной палочкой
внутри, на конце которой находилась одна капля 0.5 М сер�
ной кислоты, и выдерживали при комнатной температуре.
Через 12 ч палочки с капельками, содержащими сульфат
аммония (выделившийся в результате реакции нейтрализа�
ции), помещали в 4.5 мл дистиллированной воды. В про�
бирки добавляли по 0.5 мл реактива Несслера и через
30 мин регистрировали оптическую плотность растворов
на спектрофотометре «Speсord М40» (Германия) при λ = 430 нм.
По калибровочному графику определяли концентрацию
выделившегося аммиака. Полученное значение соответ�
ствовало активности фермента. Для определения удельной
активности это значение делили на количество белка в об�
разце. Количество белка определяли по методу Лоури16.

Влияние ГСФ и БД"2 на АМРА"рецепторы. Электрофи�
зиологическим методом «patch�clamp» изучено действие
ГСФ и БД�2 на АМРА�рецепторы (АМРА — α�амино�3�
гидрокси�5�метил�4�изоксазолпропионовая кислота), под�
тип глутаматных рецепторов центральной нервной систе�
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мы млекопитающих17. Одиночные изолированные нейро�
ны Пуркинье выделяли из мозжечков крыс породы Вистар
в возрасте 12—16 суток по модифицированному методу Ка�
неда18. Срезы мозжечка толщиной 400—600 мкм помещали
в термостатируемую камеру объемом 10 мл в раствор следу�
ющего состава: 150 мМ NaCl, 5 мМ KCl, 2 мМ CaCl2, 2 мМ
MgSО4•7 H2O, 10 мМ буфера «HEPES», 15 мМ глюкозы
(pH 7.42), — и инкубировали при 34 °С. Через 60 мин буфер
заменяли на аналогичный раствор, но содержащий проназу
(2 мг•мл–1), коллагеназу (1 мг•мл–1), и инкубировали в те�
чение 70 мин при 34 °С. После отмывки исходным буфером
в течение 20 мин срезы помещали в чашку Петри и разъеди�
няли механическим способом при помощи пастеровской
пипетки. Растворы во время выделения нейронов непре�
рывно продували 100%�ным О2 при 34 °C. Исследуемые ней�
роны помещали в рабочую камеру объемом 0.6 мл в буфер А
(pH 7.36) следующего состава: 150 мМ NaCl, 5 мМ KCl,
2.6 мМ CaCl2, 2 мМ MgSО4•7H2O, 10 мМ буфера «HEPES»,
15 мМ глюкозы.

Трансмембранные токи вызваны активацией АМРА�ре�
цепторов путем аппликации растворов агониста этих ре�
цепторов — каиновой кислоты — методом быстрой супер�
фузии растворов: в буфер, омывающий нейроны с постоян�
ной скоростью, каждые 2 мин вносили по 30 мкл буфера
с агонистом (концентрацию агониста изменяли в диапазо�
не 10–4—10–3 моль•л–1). Регистрацию токов осуществляли
при помощи боросиликатных микроэлектродов (сопротив�
ление 2.5—5.5 МОм), заполненных буфером (pH 7.2) следу�
ющего состава: 140 мМ CsСl, 11 мМ этиленгликоль�бис�
(2�аминоэтиловый эфир)�N,N,N,N�тетрауксусной кислоты,
1 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2, 10 мМ буфера «HEPES», 5 мМ
аденозинтрифосфата.

Для исследования влияния ГСФ на АМРА�рецепторы
буфер А, омывающий нейроны, заменяли на такой же, но
содержащий исследуемые соединения в концентрациях 10–9,
10–8, 10–7 и 10–6 моль•л–1.

Для регистрации использовали прибор «EPC�9»
(«HEKA», Германия). Регистрацию токов осуществляли
на компьютере при помощи лицензионной программы Pulse
(«HEKA»). Результаты обрабатывали по программе Pulsefit
(«HEKA»).

Изучение поведенческих эффектов БД"2 и ГСФ на лабо"
раторных животных на установке «TruScan». Цель данного
исследования — сравнительное изучение влияния БД�2
и ГСФ на двигательную активность мышей, осуществляе�
мое в тесте «открытое поле».

Исследовательская модель, выбранная для достижения
поставленной задачи, обладает высокой информативнос�
тью и великолепно подходит для первичной оценки психо�
тропной активности новых химических соединений. Мо�
дификация теста «открытое поле»19 проходила в условиях
автоматизированной установки мониторинга двигательной
активности и ориентировочного поведения животных
в фотосенсорной установке «TruScan» («Coulbourn», США).

Установка «TruScan» представляет собой квадратную
камеру с основанием 30×30 см, выполненную из прозрач�
ного органического стекла, с высотой стен 35 см. Пол серо�
го цвета условно разделен на 64 квадрата и имеет 16 отвер�
стий диаметром 20 мм. Данная компьютеризированная си�
стема позиционирования позволяет отслеживать движе�
ние животного в трех осях. Это дает возможность выявить
62 параметра локомоторной активности животного и по�
зволяет определить активность химического соединения
сразу по нескольким аспектам поведения мышей, из кото�
рых было выделено четыре основных: двигательная актив�
ность, тревожность, ориентировочное поведение, исследо�
вательская реакция.

Перед экспериментом, за 1 ч, мышей переносили в экс�
периментальную комнату. Исследуемое вещество вводили
за 1 ч до тестирования. После этого животных помещали
в левый дальний угол установки «TruScan», где в течение
3 мин регистрировали показатели вертикальной и горизон�
тальной двигательной активности. Интенсивность освеще�
ния опытной камеры составляла 130 лк на уровне пола. Па�
раметры локомоторной функции мышей оценивали по сле�
дующим 14 показателям: общее количество движений, дви�
гательная активность (с), неподвижный момент (с), дис�
танция движения (см), скорость движения (см•с–1), дис�
танция в периметре (см), время в периметре (с), дистанция
в центре (см), время в центре (с), количество посещений
центра, количество вертикальных стоек, время стоек (с),
количество обследованных отверстий, время норкового
рефлекса (с). Такой широкий набор показателей позволяет
в полной мере оценить установленные в данной работе па�
раметры двигательной активности мышей.

Психотропная активность исследуемого вещества пред�
ставлена в диаграммах в виде процента отклонения (D)
от показателей группы контроля, который рассчитывали
по формуле D = (M1 – M2)/M1•100%, где М — средняя вели�
чина параметра по группе (M1 — опыт, M2 — контроль).

Исследуемые вещества вводили в диапазоне доз от 0.001
до 0.1 мг•кг–1 внутрижелудочно из расчета 0.1 мл раствора
на 10 г массы тела.

Статистическую обработку данных проводили с помо�
щью стандартной программы Statistica 6.0, уровень досто�
верности определяли по t�критерию Стьюдента.

Изучение влияния БД"2 и С60—Pro—БД"2 на память жи"
вотных в тесте «узнавание новой локализации известного
объекта». Тест узнавания объекта основан на том факте,
что и крысы, и мыши спонтанно обследуют новый объект
или новую локализацию объекта больше времени, чем из�
вестный объект или известную локализацию объекта. Этот
тест впервые был применен на крысах20. В дальнейшем раз�
личными исследователями было показано, что он также
пригоден для тестирования памяти узнавания у мышей21.

Экспериментальная установка представляет собой ка�
меру наблюдения, изготовленную из непрозрачного орга�
нического стекла белого цвета размером 48×38×30 см. В ка�
честве объектов обследования использовали стеклянные
флаконы коричневого цвета диаметром 2.7 см и высотой
5.5 см. За 2—3 мин до помещения животного камеру
и объекты обследования протирали 85%�ным спиртом. Жи�
вотных всегда помещали в центр камеры.

Ознакомление с поведенческой камерой. В первый день
мышей приносили в исследовательскую комнату и аккли�
матизировали в течение 20—30 мин. После этого каждое
животное помещали на 10 мин в пустую, предварительно
обработанную спиртом поведенческую камеру для ознаком�
ления. Затем животное убирали в клетку и уносили в вива�
рий.

Тренировка. На следующий день этих же мышей прино�
сили в исследовательскую комнату, акклиматизировали
20—30 мин и затем вводили внутрижелудочно раствор ис�
следуемого вещества. Через 1 ч после введения вещества
животное помещали в поведенческую камеру, на дно кото�
рой по диагонали на расстоянии 14.5 см от углов ставили
два одинаковых объекта (стеклянные флаконы) для узнава�
ния. Длительность тренировки каждого животного —
15 мин. Через 15 мин его убирали в клетку и возвращали
в виварий.

Тестирование проводили через 48 ч после тренировки. Для
этого после акклиматизации животное помещали на 1 мин
в камеру для повторного ознакомления. Через 1 мин его
убирали и на дно камеры ставили один объект в известной
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для животного локализации, а другой объект — в новой.
С помощью двух электронных секундомеров регистрирова�
ли (с точностью до 0.1 с) время обследования отдельно каж�
дого объекта в течение 10 мин. За поведением животных
наблюдали через зеркало. В качестве положительной реак�
ции обследования объекта считали целенаправленное при�
ближение носа животного к объекту на расстояние 2 см или
непосредственное касание объекта носом.

Экспериментальные животные — мыши�самцы линии
С57Вl/6. Перед проведением опытов животные были поме�
щены в двухнедельный карантин. Мышей содержали
в стандартных условиях вивария в свободном доступе
к пище и воде, при 12�часовом световом цикле (8.00—20.00).
На момент выполнения эксперимента масса тела мышей
составляла 22—24 г. Экспериментальные группы, одной
из которых была группа контрольных животных, формиро�
вали по 10 особей.

Статистическая обработка результатов. В связи с тем, что
в данном тесте наблюдаются значительные колебания вре�
мени обследования объектов между животными, мы вы�
числили процент времени обследования для каждой мыши
по формуле t1/(t1 + t2)•100%, где t1 — время обследования
объекта в новой локализации, t2 — время обследования
объекта в известной локализации. За 100% принимали об�
щее время, затраченное на обследование двух объектов.
Дальнейшую обработку результатов проводили по методу
Стьюдента с использованием t�теста.

Обсуждение полученных результатов

В последнее время в области нейрофармакологии
значительный интерес для исследователей представ�
ляет антигистаминный препарат димебон, который
на второй стадии клинических испытаний на людях,
страдающих болезнью Альцгеймера, проявил силь�
ный терапевтический эффект22. Несмотря на то что
на третьей фазе испытаний клинический эффект ди�
мебона был нивелирован необычно высоким тера�
певтическим эффектом плацебо23, вопрос о возмож�
ности терапевтического применения этого препарата
снова стал актуальным после открытия в 2012 г. спо�
собности препарата стимулировать аутофагию и ней�
рогенез24—26. Недавно было получено несколько вы�
сокоактивных аналогов димебона, имеющих хорошие
фармакологические перспективы. В частности, бен�
зильные аналоги, к которым относится препарат БД�2,
проявляют нейротропные свойства и предложены
в качестве основы для создания перспективных ней�
ропротекторных агентов27.

Значительный интерес в плане оптимизации фар�
макологических свойств подобных соединений пред�
ставляет создание гибридных препаратов на их осно�
ве с использованием различных наноструктур.

В рамках настоящей работы изучены некоторые
аспекты молекулярных механизмов нейропротектор�
ного, в частности когнитивно�стимулирующего, дей�
ствия гибридной фуллереновой наноструктуры, по�
лученной путем присоединения к фуллереновому
сфероиду двух аддендов. В качестве одного из адден�
дов использовали модельную аминокислоту пролин
(Pro) для придания растворимости производному,
в качестве второго — соединение БД�2.

Ранее нами было показано28, что гибридные струк�
туры на основе фуллерена С60 с присоединенными
NO2�группами или антиоксидантами проявляют ког�
нитивно�стимулирующее действие как in vitro, так
и in vivo. При этом эффективность производных фул�
леренов была значительно выше, чем эффективность
присоединенных биологически активных группиро�
вок, однако ГСФ практически не обладали токсично�
стью. В данной работе в качестве биологически ак�
тивного соединения (модулятора когнитивно�стиму�
лирующей активности) был выбран нейропротектор
БД�2, синтезированный по известной методике29,30.

Известно, что важными механизмами реализации
нейропротекторных свойств соединений является их
способность проявлять антиоксидантную активность
и влиять на каталитические свойства одного из клю�
чевых ферментов моноаминэргической нейротранс�
миссии – моноаминооксидазы3,31. Поэтому в данной
работе была также проведена сравнительная оценка
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Рис. 1. Содержание малонового диальдегида в гомогенате
головного мозга крыс при действии исследуемых соедине�
ний в концентрации 2•10–5 моль•л–1: 1 — контроль, 2 —
БД�2, 3 — С60—Pro, 4 — С60—Pro—БД�2. Знаками * и **
отмечены результаты при p < 0.05 и p < 0.01 относительно
контроля соответственно.
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влияния БД�2 и ГСФ на перекисное окисление липи�
дов и каталитическую активность МАО�А и МАО�В.

Антиоксидантную активность ГСФ и БД"2 оце�
нивали по изменению содержания МДА в гомогена�
тах головного мозга крыс (рис. 1). Видно, что ГСФ
С60—Pro—БД�2 уменьшает концентрацию МДА. При
этом само соединение БД�2, как и С60—Pro, обладает
антиоксидантной активностью, однако наиболее
эффективным ингибитором ПОЛ является ГСФ.

Влияние ГСФ и БД"2 на каталитическую активность
МАО"А и МАО"В. На рисунке 2 приведены результа�
ты изучения влияния исследуемых соединений на ка�
талитическую активность МАО�А и МАО�В. Установ�
лено, что добавление ГСФ увеличивает каталитичес�
кую активность МАО�А, тогда как соединение БД�2,
в отличие от ГСФ, ингибирует фермент. Поскольку
в центральной нервной системе основная физиоло�
гическая функция МАО�А заключается в дезамини�
ровании таких нейромедиаторных аминов, как адре�
налин, норадреналин и серотонин, то изменение ак�
тивности МАО�А в присутствии этих препаратов сви�
детельствует о противоположном влиянии их на про�
цессы передачи нервного возбуждения32.

Как известно, МАО�В является ключевым фер�
ментом дофаминовых рецепторов, и его ингибирова�
ние позволяет пролонгировать эффекты синаптичес�
кого дофамина, чем и обосновывается использование
ингибиторов МАО�В при терапии нейродегенератив�
ных заболеваний33. Как видно из рисунка 2, гибрид�
ная структура С60—Pro—БД�2 ингибирует МАО�В.
Можно предположить, что этот эффект достигается
преимущественно за счет фармакофора БД�2, так как
ингибирующий эффект ГСФ совпадает с эффектом
действия на МАО�В соединения БД�2. При этом гиб�
ридная структура активирует МАО�А и не оказывает
психостимулирующего эффекта на животных, в от�
личие от БД�2, ингибирующего МАО�А.

Влияние ГСФ и БД"2 на АМРА"рецепторы. Экспе�
рименты были проведены на одиночных изолирован�

ных нейронах Пуркинье, выделенных из мозжечка го�
ловного мозга крыс (n = 5). Аппликация каиновой
кислоты вызывала генерацию входящих трансмемб�
ранных токов, вызванных активацией АМРА�рецеп�
торов. Добавление в омывающий нейрон раствор со�
единения БД�2 или гибридной структуры С60—Pro—
—БД�2 вызывало концентрационно�зависимое изме�
нение амплитуды токов по сравнению с контролем,
в то время как добавление С60—Pro не влияло на ам�
плитуду. Опыты с каждой концентрацией повторяли
трижды. Результаты экспериментов представлены
на рисунке 3. Исследование показало, что действие
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Рис. 2. Значение каталитической активности (А/ммоль
NH3•мг–1 белка) МАО�А (темные столбцы) и МАО�В
(светлые столбцы) в митохондриях головного мозга крыс
при действии исследуемых соединений в концентрации
2•10–5 моль•л–1: 1 — контроль, 2 — БД�2, 3 — С60—Pro, 4 —
С60—Pro—БД�2. Знаками * и ** отмечены результаты при
p < 0.05 и p < 0.01 относительно контроля соответственно.
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Рис. 3. Действие БД�2 (а), С60—Pro—БД�2 (b) и С60—Pro (c)
на амплитуду каинат�вызванных токов (I (%)) АМРА�ре�
цепторов клеток Пуркинье мозжечка крыс в различных кон�
центрациях: 1 — контроль, 2 — 10–9, 3 — 10–8, 4 — 10–7, 5 —
10–6 моль•л–1.
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ГСФ на амплитуду токов АМРА�рецепторов практи�
чески не отличается от действия самого БД�2.

Влияние ГСФ и БД"2 на двигательную активность.
Введение вещества БД�2 приводит к достоверному
увеличению пройденного мышами пути за 3 мин тес�
тирования, другими словами, оказывает на животных
стимулирующее действие. Введение ГСФ не вызыва�
ет аналогичного стимулирующего эффекта, в отличие
от БД�2 (рис. 4).

Уровень тревожности мышей. Экспериментальная
модель «открытое поле» позволяет оценить степень
тревожности животных по проведенному ими време�
ни в условном центре поведенческой камеры. Соеди�
нение БД�2 в дозах 0.1 и 0.05 мг•кг–1 достоверно уве�
личивает время нахождения в центре на 68 и 93% со�
ответственно. Такое поведение мышей может свиде�
тельствовать о снижении уровня их тревоги34. При
введении исследуемого ГСФ в аналогичных с БД�2
дозировках достоверных отклонений данного показа�
теля не наблюдалось (рис. 5).

Исследовательское и ориентировочное поведение.
Ориентировочное поведение как показатель эмоцио�
нального состояния оценивали по количеству верти�
кальных стоек мышей. Введение БД�2 в дозах 0.1
и 0.05 мг•кг–1 приводит к увеличению числа верти�
кальных стоек. В отличие от ориентировочного пове�
дения, исследовательская реакция, которая проявля�
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Рис. 4. Действие БД�2 (а) и С60—Pro—БД�2 (b) на двигатель�
ную активность мышей (выражена через дистанцию, прой�
денную животными (отклонение от контроля, D ).
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Рис. 5. Действие БД�2 (а) и С60—Pro—БД�2 (b) на уровень
тревожности мышей (отклонение от контроля, D ).

ется в количестве исследованных отверстий в полу
исследовательской камеры, не изменяется под воз�
действием соединения БД�2. После введения ГСФ из�
менений в исследовательской реакции и ориентиро�
вочном поведении мышей не происходило (рис. 6).

Влияние ГСФ и БД"2 на память животных. В пове�
денческих экспериментах мы исследовали действие
соединений БД�2, С60—Pro и ГСФ С60—Pro—БД�2
в дозах 0.001, 0.05 и 0.1 мг•кг–1. Было показано, что
при тестировании через 48 ч после тренировки в кон�
трольной группе мыши обследуют объект 48.1±7.9%
времени в известной локализации и 51.9±7.9% време�
ни — в новой (р = 0.17), т.е. они не помнят, где распо�
лагались объекты во время тренировки. В отличие от
контроля, животные, которым вводили соединения
БД�2 и ГСФ в дозах 0.01 и 0.001 мг•кг–1, затрачивали
на обследование объекта в новой локализации досто�
верно большее время. Это указывает на то, что оба
вещества практически одинаково улучшают память
животных, причем доза 0.001 мг•кг–1 показала более
высокую достоверность отличий от контроля, чем
доза 0.01 мг•кг–1. Введение животным С60—Pro
не оказывало влияние на память животных (рис. 7).

Полученные результаты позволяют сделать неко�
торые предварительные выводы. Присоединение
С60—Pro к БД�2, по�видимому, не влияет на его взаи�
модействие с АМРА�рецепторами, поскольку по�
тенцирующее действие БД�2 и ГСФ С60—Pro—
—БД�2 на каинат�активируемые токи практически
одинаково, а С60—Pro на амплитуду токов не влияет
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во всем исследованном диапазоне концентраций.
Можно предположить, что именно вследствие неиз�
менности этого показателя также не изменяется и
действие ГСФ на память животных в поведенческих
экспериментах по сравнению с БД�2. Данные резуль�
таты хорошо согласуются с установленным фактом,
что потенциация АМРА�рецепторов приводит к улуч�
шению памяти32. В то же время меняются некоторые
другие аспекты поведения при действии ГСФ, на ко�
торые оказывало влияние соединение БД�2. Так, ис�
чезло психостимулирующее действие БД�2, проявля�
ющееся в увеличении двигательной активности, ко�
торую не вызывает С60—Pro—БД�2 (см. рис. 4). Влия�
ние БД�2 на эмоциональное состояние животных за�
ключалось в усилении ориентировочного поведения
(определяемого по числу стоек, совершаемых живот�
ными), но такой эффект отсутствовал у ГСФ. Иссле�
довательское поведение не менялось при действии
ни самого БД�2, ни ГСФ (см. рис. 6).

Изменился и ряд других показателей. При введе�
нии БД�2 увеличивалось время, проведенное мыша�
ми в центре камеры, что указывало на снижение уров�
ня тревожности у животных. Соединение С60—Pro—
—БД�2 уже не обладает такими свойствами, хотя тен�
денция к уменьшению тревожности сохранилась и для
ГСФ при максимально высокой из исследованных
дозе (0.1 мг•кг–1), однако это действие уже не имеет
уровня достоверности (см. рис. 5).

Полученные результаты показали, что при дей�
ствии на поведение животных гибридной структуры
на основе фуллерена и когнитивно�стимулирующего
вещества БД�2 появились некоторые новые свойства,
которые не были характерны для БД�2. Во�первых,
исчезло психостимулирующее действие, свойствен�
ное для БД�2 и проявляющееся в усилении как локо�
моторной активности, так и эмоционального (ориен�
тировочного) поведения, и которое в данном случае
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Рис. 6. Действие БД�2 (а) и С60—Pro—БД�2 (b) на исследо�
вательское и ориентировочное поведение мышей (откло�
нение от контроля, D ). Темные столбцы — количество вер�
тикальных стоек, светлые столбцы — количество обследо�
ванных отверстий.
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Рис. 7. Действие БД�2 (а), С60—Pro—БД�2 (b) и С60—Pro (c)
на пространственную память мышей. Темные столбцы —
известная локализация, светлые столбцы — новая лока�
лизация, t — время обследования объекта. Знаками * и **
отмечены результаты при p < 0.05 и p < 0.01 относительно
контроля соответственно.
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можно рассматривать как нежелательное побочное
действие БД�2. Во�вторых, снизился противотревож�
ный эффект гибридной структуры по сравнению
с БД�2. Самое существенное, что на фоне этих изме�
нений главные когнитивно�стимулирующие свойства
исходного соединения сохранились.

Таким образом, включение производного γ�карб�
олина БД�2, обладающего когнитивно�стимулирую�
щими свойствами в комплекс с модифицированным
фуллереном С60—Pro позволило получить гибридную
структуру (ГСФ), сохранившую высокие когнитив�
но�стимулирующие свойства, но при этом избавить�
ся от побочного психостимулирующего действия это�
го вещества. По�видимому, это связано с увеличением
активности моноаминоксидазы А при добавлении
гибридного соединения. Действие ГСФ на АМРА�ре�
цепторы мозга практически идентично действию ис�
ходного соединения БД�2. Предложенный в данной
работе подход к модификации структуры исходного
фармакофора (БД�2) путем присоединения его к мо�
дифицированному фуллерену позволил существен�
ным образом улучшить его фармакологический про�
филь.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследований
(проект № 12�04�31678 мол_а) и Президиума Рос�
сийской академии наук (программа фундаменталь�
ных исследований № 21).
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