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Аннотация
Введение. Ионы меди (Cu2+) являются структурными элементами белков, в том числе цитохром с-оксидазы (комплекс IV) — фермента, катализи-
рующего конечный этап переноса электронов на кислород в процессе окислительного фосфорилирования в митохондриях. Поддержание гомеостаза 
Cu2+ в головном мозге очень важно, и его нарушение в центральной нервной системе вовлечено в патогенез многих нейродегенеративных заболеваний и 
патологических состояний головного мозга.
Цель исследования — определить влияние нетоксических концентраций ионов меди на гибель культивированных зернистых нейронов мозжечка, 
вызванную липополисахаридом (ЛПС; модель воспаления in vitro) и азидом натрия (NaN3, ингибитор цитохром с-оксидазы).
Материалы и методы. ЛПС (10 мкг/мл) или NaN3 (250 мкМ) добавляли на 7–8-й день in vitro в среду культивирования клеток мозжечка крыс 
на 24 ч. Уровень нитритов измеряли в среде культивирования методом Грисса, оптическую плотность регистрировали при длине волны 540 нм с по-
мощью спектрофотометра, а число живых нейронов оценивали методом подсчёта морфологически интактных клеток.
Результаты. Добавление в среду культивирования ЛПС снижало выживаемость нейронов до 15 ± 2% относительно контроля, а NaN3 — до 20 ± 3%.  
В присутствии Cu2+ (0,5–5,0 мкМ) выживаемость нейронов дозозависимо повышалась: на фоне 5 мкМ Cu2+ при токсическом воздействии ЛПС — 
до 78 ± 4%, а при действии NaN3 — до 86 ± 6%. В среде культивирования контрольных культур содержание нитритов составляло 2,0 ± 0,2 мкМ. 
Добавление ЛПС вызывало повышение уровня нитритов до 8,5 ± 0,5 мкМ. Ионы меди не оказывали достоверного влияния на накопление нитритов в 
среде культивирования.
Заключение. Показана возможность защитного действия ионов меди на нейроны при токсичности, вызванной ЛПС и NaN

3
. Видимо, эта защита  

обусловлена взаимодействием Cu2+ с комплексом IV цепи переноса электронов в митохондриях, а не подавлением продукции оксида азота, не исключено 
также влияние Cu2+ на белки путей апоптоза.
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Медь также необходима для ряда важных процессов в ткани 
головного мозга: регуляции передачи внутриклеточных сиг-
налов, поддержания баланса катехоламинов, миелинизации 
аксонов нейронов и осуществления синаптической передачи 
в центральной нервной системе (ЦНС) [2]. 

Содержание меди в головном мозге — около 3–5 мкг/г  
сырого веса [1]. Рекомендуемое для поддержания систем-
ного гомеостаза потребление меди взрослыми должно со-
ставлять 0,8–2,4 мг/сут [3]. Стабильный гомеостаз Cu2+ в 
головном мозге очень важен, и отклонения от него могут 
быть фатальными для нейронов. Нарушение гомеостаза 
Cu2+ в ЦНС вовлечено в патогенез многих нейродегене-
ративных заболеваний и патологических состояний го-
ловного мозга, таких как болезни Вильсона–Коновалова 
и Альцгеймера [4–6].

Введение

Медь является одним из наиболее распространённых пере-
ходных металлов в организме: участвует в кислородном об-
мене, синтезе коллагена и пигментации кожи, поддерживая 
целостность кровеносных сосудов, а также в гомеостазе же-
леза, антиоксидантной защите и синтезе нейромедиаторов 
[1]. Ионы Cu2+ в виде структурных элементов входят в состав 
ряда белков. Например, медь является необходимым компо-
нентом цитохром с-оксидазы (комплекс IV) — фермента, ко-
торый катализирует конечный этап переноса электронов на 
кислород в процессе окислительного фосфорилирования в 
митохондриях. Кроме того, ионы меди содержатся в молекуле 
важнейшего антиоксиданта — супероксиддисмутазы, входят в 
состав церулоплазмина — белка плазмы крови, вовлечённого 
в механизмы прооксидантных и антиоксидантных реакций. 
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Abstract
Introduction. Copper ions (Cu2+) are structural elements of proteins such as cytochrome с oxidase (Complex IV), an enzyme that catalyzes the final step of electron 
transfer to oxygen during oxidative phosphorylation in the mitochondria. With Cu2+ homeostasis being of utmost importance, its disturbances in the central nervous 
system are involved in the mechanisms of many neurodegenerative and other brain disorders.
This study aimed to assess the effects of non-toxic copper ion levels on death of cerebellar granule neurons associated with lipopolysaccharide (LPS; in vitro in-
flammation model) or azide sodium (NaN3; cytochrome с oxidase inhibitor).
Materials and methods. LPS (10 μg/mL) or NaN3 (250 μM) was added on day 7 to 8 to the culture medium with rat cerebellar cells for 24 hours in vitro. Nitrite 
concentrations were measured in the culture medium by Griess assay; absorbance was recorded with a spectrophotometer at 540 nm, and morphologically intact 
cells were counted as survived neurons.
Results. Added to the culture medium, LPS or NaN3 reduced neuron survival to 15 ± 2% or 20 ± 3% vs. control, respectively. Cu2+ (0.5 to 5.0 μM) increased neuron 
survival in a dose-dependent manner to 78 ± 4% with toxic levels of LPS and to 86 ± 6% with NaN3 with 5 μM Cu2+. The concentration of nitrites in the control 
culture medium was 2.0 ± 0.2 μM. Added to the cell cultures, LPS increased the concentration of nitrites to 8.5 ± 0.5 μM. Cu2+ 5 μM did not show any significant 
effects on nitrite accumulation in the culture medium.
Conclusions. We showed that copper ions can exert protective effects on neurons against LPS-induced or NaN

3
-induced toxicity. This protection is likely to 

be associated rather with Cu2+ interaction with Complex IV of the electron transfer chain in the mitochondria than with inhibition of NO production. Effects of 
Cu2+ on apoptosis pathway proteins also cannot be ruled out.
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Для статистической обработки данных использовали 
программу «Statistiсa v. 13.3» («StatSoft Inc.»), однофак-
торный дисперсионный анализ ANOVA с апостериорным 
тестом Newman–Keuls или t-тест. Отличия между груп-
пами считали статистически значимыми при p < 0,05. 
Результаты выражали как среднее с ошибкой среднего 
(M ± SEM).

Все процедуры, выполненные в исследованиях с участи-
ем животных, соответствовали этическим стандартам, 
утверждённым правовыми актами России, принципам 
Базельской декларации и рекомендациям локального 
этического комитета ФГБНУ НЦН (протокол № 5-5/22 
от 01.06.2022).

Результаты

Токсическое действие Cu2+ на культивированные клетки 
наблюдалось при концентрации этого иона в культурах от 
25 мкМ. С дальнейшим повышением концентрации Cu2+ 
выживаемость нейронов снижалась дозозависимо (рис. 1). 
Добавление в среду культивирования ЛПС снижало выжи-
ваемость нейронов до 15 ± 2% (рис. 2) относительно кон-
троля, а NaN3 — до 20,0 ± 2,5% (рис. 3). Если обработка 
нейронов токсинами проводилась в присутствии нетокси-
ческих концентраций ионов меди, то выживаемость нейро-
нов дозозависимо повышалась.

На фоне 5 мкМ Cu2+ при токсическом действии ЛПС 
выживаемость нейронов возрастала до 78 ± 4% (рис. 2), 
а при действии NaN3 — до 86 ± 6% (рис. 3). Уровень ни-
тритов в среде культивирования контрольных культур со-
ставлял 2,0 ± 0,2 мкМ. Добавление ЛПС к клеточным 
культурам вызывало повышение содержания нитритов до 
8,5 ± 0,5 мкМ (рис. 4). Хлорид меди в концентрации 5 мкМ 
не оказывал достоверного влияния на накопление нитрита 
в среде культивирования при воздействии ЛПС (рис. 4).

Нарушение внутриклеточного баланса меди или железа 
может вызывать усиление продукции свободных радикалов 
и окислительный стресс [78], т.к. эти металлы с перемен-
ной валентностью принимают непосредственное участие в 
реакции Фентона, продуктами которой являются высоко-
токсичные гидроксильные радикалы [9]. В двухвалентном 
состоянии медь может участвовать в выработке перекиси 
водорода тау-белком [9] и усиливать действие проокси-
дантов. Показано, что антиоксидант ацетилцистеин, при-
сутствуя в среде культивирования в микромолярных кон-
центрациях, проявляет прооксидантные свойства на фоне 
наномолярных концентраций меди [10]. Однако данные 
литературы о непосредственном влиянии этих ионов на 
ключевые процессы нейродегенерации, в том числе при 
воспалительных процессах в ЦНС и ингибировании рабо-
ты митохондрий, весьма ограничены. 

Цель исследования — определить влияние нетоксических 
концентраций Cu2+ на гибель культивированных зерни-
стых нейронов мозжечка, вызванную липополисахари-
дом (ЛПС; модель воспаления in vitro) и азидом натрия 
(NaN3) — ингибитором цитохром с-оксидазы.

Материалы и методы

В экспериментах использовали 7–8-суточные культуры 
мозжечка 8-дневных крыс, полученные методом фермент-
но-механической диссоциации: 15 мин при 36,5ºC в раство-
ре трипсина (0,05%) и ЭДТА (0,02%) на фосфатном буфере 
(«Gibco Life Technologies»), далее ступенчатое пипетиро-
вание в среде [10]. Культивирование производили в 96-лу-
ночных пластиковых планшетах («Eppendorf»), покрытых 
полилизином («Sigma»). Питательная среда содержала 90% 
минимальной среды Игла на солях Эрла («Gibco»), 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки («HyClone»), 2 мМ глу-
тамина (glutaMAX, «Gibco»), 25 мМ KCl и 10 мМ буфера 
НЕРЕS, pH 7,2–7,4 («VWR Life Science»). В каждую ячейку 
планшета добавляли 0,1 мл суспензии клеток, создавая ко-
нечную плотность 3–5 × 103 клеток на мм2. Культуры раз-
вивались в СО2-инкубаторе, при 36,5ºC и относительной 
влажности 98%. 

Хлорид меди (II) (0,5–5,0 мкМ, «Sigma»), ЛПС (10 мкг/мл, 
«Sigma») или NaN3 (250 мкМ) добавляли на 7–8-й день 
in vitro в среду культивирования клеток мозжечка 7-днев-
ных крыс на 24 ч.

После эксперимента культуры фиксировали в смеси эта-
нол + формальдегид + уксусная кислота (7 : 2 : 1) и окра-
шивали трипановым синим. Культуры фотографировали 
на инвертированном микроскопе «Olympus CKX41» или в 
системе визуализации изображения «EVOS M7000» («Termo 
Fisher Scientific») при увеличении объектива × 40. Процент 
выживших нейронов оценивали при подсчёте морфологи-
чески интактных культивированных зернистых нейронов 
в 5 последовательных полях зрения. Выживаемость в экс-
периментальных культурах выражали в процентах относи-
тельно контроля.

Уровень оксида азота (NO) определяли методом Грисса, 
основанном на получении диазосоединений, которые в ре-
зультате реакции с альфа-нафтиламином окрашивают рас-
твор в красный цвет. Фотометрию выполняли с помощью 
микропланшетного сканера («SpectraMax M2», «Molecular 
Devices») при длине волны 540 нм.

Рис. 1. Влияние различных концентраций ионов меди на выживае-
мость культивированных зернистых нейронов мозжечка крыс.
*p < 0,05 по сравнению с контролем (0 мкМ).
Fig. 1. Effects of different copper ion levels on survival of cultured rat cer-
ebellar granule neurons.
*p < 0.05 vs. control (0 μM).
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Контроль | Control Контроль | Control

ЛПС | Lipopolysaccharide

A A

B B

5 мкМ Cu2+ | 5 μМ Cu2+ NaN3

ЛПС + 5 мкМ Cu2+

Lipopolysaccharide + 5 μМ Cu2+
NaN3 + 5 мкМ Cu2+ 
NaN3 + 5 μМ Cu2+

Рис. 2. Ионы меди снижают токсическое действие ЛПС на культиви-
рованные зернистые нейроны мозжечка крыс.
А — окраска трипановым синим фиксированных культур. Стрел-
ки указывают на ядра погибших нейронов. Масштаб 15 мкм. 
B — количественные данные подсчёта морфологически интакт-
ных нейронов без (белые столбики) и при действии ЛПС (чёрные 
столбики).
*p < 0,05 по сравнению с 0 мкМ Cu2+ при действии ЛПС. 
Fig. 2. Copper ions reduced LPS toxicity in cultured rat cerebellar gra- 
nule neurons.
A: fixed cultures stained with trypan blue. Dead neuron nuclei are shown 
with arrows. Scale 15 μm. 
B: quantitative data obtained by counting morphologically intact 
neurons without (white bars) and with LPS (black bars).
*p < 0.05 compared to 0 µM Cu2+ with LPS.

Рис. 3. Ионы меди снижают токсическое действие NaN3 (чёрные 
столбики) на культивированные зернистые нейроны мозжечка крыс.
А — окраска трипановым синим фиксированных культур. Стрел-
ки указывают на ядра погибших нейронов. Масштаб 15 мкм.
B — количественные данные подсчета морфологически интакт-
ных нейронов без (белые столбики) и при действии NaN3 (чёрные 
столбики).
*p < 0,05 по сравнению с 0 мкМ Cu2+ при действии NaN3.
Fig. 3. Copper ions reduce NaN

3
 toxicity (black bars) in cultured rat 

cerebellar granule neurons.
A: fixed cultures stained with trypan blue. Dead neuron nuclei are shown 
with arrows. Scale 15 μm.
B: quantitative data obtained by counting morphologically intact 
neurons without (white bars) and with NaN3 (black bars).
*p < 0.05 compared to 0 µM Cu2+ with NaN3. 
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ных форм NO, пероксинитрита ухудшает функционирова-
ние митохондрий и, в конечном итоге, влияет на метабо-
лизм и выживаемость нейрональных клеток [17, 18]. Было 
обнаружено, что помимо множества регуляторных функций 
NO отвечает за модуляцию клеточного дыхания путём обра-
тимого ингибирования цитохром с-оксидазы [19, 20]. 

В настоящем исследовании мы показали, что добавление 
в среду культивирования нейроглиальных культур ЛПС 
снижает выживаемость культивированных зернистых 
нейронов мозжечка крыс и сопровождается накоплением 
нитрита в среде культивирования за счёт продукции NO. 
Добавление Cu2+ в нетоксических концентрациях в среду 
культивирования достоверно снижало клеточную гибель, 
вызванную ЛПС. Известно, что NO может действовать как 
лиганд для атомов меди, а также может вступать в окисли-
тельно-восстановительную реакцию с металлом после его 
связывания. Кроме того, NO обладает неспаренным элек-
троном, который может соединяться с неспаренным элек-
троном Cu2+ [21]. В наших экспериментах медь не оказы-
вала достоверного влияния на накопление нитрита в среде 
культивирования при воздействии ЛПС. В то же время NO 
может нарушать митохондриальное дыхание, главным об-
разом, за счёт конкурентного ингибирования связывания 
кислорода с содержащей Cu2+ цитохром с-оксидазой (ком-
плекс IV) [22] и прямого взаимодействия Cu2+ с фермента-
ми цикла трикарбоновых кислот [23]. В выполненных нами 
экспериментах продемонстрировано, что защита нейронов 
ионами меди происходит при токсическом действии NaN

3
, 

который является ингибитором комплекса IV цепи перено-
са электронов в митохондриях. 

Полученные нами данные коррелируют с более ранни-
ми результатами, дeмонстрирующими, что вызванное 
1-метил-4-фенилпиридином (MPP+) снижение активно-
сти митохондриальных комплексов I, II, IV, V и Cu/Zn-
супероксиддисмутазы в стриатуме крыс предотвращалось 
предварительной обработкой CuSO

4
 [24]. Кроме того, в этой 

модели нейродегенерации CuSO
4
 снижал индуцированное 

MPP+ повышение уровней ферментативной активности 
каспаз 8, 9 и 3 и вызывал уменьшение апоптотического по-
вреждения клеток [25], предотвращал гипокинетическое 
состояние мышей, обработанных MPP+ [26]. Введение мы-
шам хелатора меди приводит к снижению уровня активно-
сти комплекса IV в нейронах и падению активности анти-
оксидантной системы в ткани головного мозга [27, 28]. Ис-
ходя из приведённых выше данных, можно предположить, 
что защитное действие ионов меди при ингибировании 
комплексов цепи переноса электронов может происходить 
за счёт прямого воздействия на медь-зависимые белки или 
косвенного воздействия на белки путей апоптоза.

Заключение

Показана возможность защитного действия Cu2+ на нейро-
ны при токсичности, вызванной индуктором воспаления 
ЛПС и ингибитором цитохром с-оксидазы NaN

3
. Видимо, 

эта защита обусловлена взаимодействием Cu2+ с комплек-
сом IV цепи переноса электронов в митохондриях, а не по-
давлением продукции NO, не исключено также влияние 
Cu2+ на белки путей апоптоза. 

Обсуждение 

Считается, что дисбаланс ионов некоторых металлов, 
особенно цинка и меди, играет важную роль в патогенезе 
многих нейродегенеративных заболеваний, включая муль-
тисистемную атрофию, боковой амиотрофический скле-
роз, болезни Крейтцфельдта–Якоба, Вильсона–Конова-
лова, Альцгеймера и Паркинсона [1, 11, 12]. В норме ионы 
меди являются структурными элементами большого числа 
белков, в том числе белка плазмы крови церулоплазмина, 
участвующего в механизмах различных прооксидантных 
и антиоксидантных реакций. Медь необходима для функ-
ционирования антиоксидантной системы клетки, т.к. со-
держится в молекуле супероксиддисмутазы. Производные 
Cu(II) являются эффективными противовоспалительными 
средствами [13, 14], а Cu-связывающие пептиды проявля-
ют противовоспалительную активность в первичных куль-
турах микроглии [15]. 

Одним из важных медиаторов воспаления является NO. 
Ранее было показано, что клетки глии при воспалительной 
активации, наблюдаемой при большинстве патологий ЦНС, 
способны оказывать токсическое воздействие на нейроны, 
которое предотвращается ингибиторами индуцируемой 
синтазы NO [16]. Избыточное образование NO или актив-

Рис. 4. Количество нитритов (NO) в среде культивирования зерни-
стых нейронов мозжечка крыс. 
Добавление ЛПС (10 мкг/мл, 24 ч) вызывает повышение уровня 
нитритов в среде культивирования. Cu2+ (5 мкМ) не оказывает до-
стоверного влияния на накопление нитрита в среде культивиро-
вания при воздействии ЛПС.
Fig. 4. The levels of nitrites (NO) in the culture medium of rat cerebellar 
granule neurons. 
The addition of LPS (10 μg/ml, 24 h) causes an increase in nitrites 
in the culture medium. Cu2+ (5 μM) have no significant effect on the 
accumulation of nitrite in the culture medium under LPS action.
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