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O zMU huzuridagi Biofizika va biokimyo instituti Katta ilmiy xodimi, b.f.f.d., PhD., Rustamova S.I. tagrizi asosida

INVESTIGATION OF THE NEUROPROTECTIVE PROPERTIES OF KAEMPFEROL-3-O SOPHOROSIDE IN A
CELLULAR MODEL OF PARKINSON'S DISEASE
Annotation

We investigated the effects of kaempferol-3-O-sophoroside (PCS-1) on mitochondrial bioenergetic processes under normal
conditions and in a cellular model of Parkinson’s disease. Treatment with PCS-1 led to an increase in mitochondrial membrane
potential (¥m) both under physiological conditions and in the Parkinson’s model. It was found that PCS-1 reduces the activity of
respiratory chain complex | and also decreases the contribution of FiFo ATP synthase to the maintenance of ¥m in the Parkinson’s
disease model.

Keywords: Kaempferol 3-O-sophoroside, Parkinson's disease, mitochondria, mitochondrial membrane potential.

W3YUYEHHUE HEMPOITPOTEKTOPHBIX CBOMCTB KEMII®EPOJI-3-O CO®OPO3HJIA HA KIETOYHOM
MOJEJIU BOJIE3HU TAPKMHCOHA
AHHOTANMSA

B HacTosiei# paboTe Hamu OBLIO HCCIIeTOBaHO BiIUsHIE KeMipepoi-3-O-codpoposuaa (PCS-1) Ha OnodHEPreTHIECKUE POIIECCHI
MHTOXOHJpHH B HOpPME M B KJIETOYHOH Mopenu Ooxnesnu [lapkuncona. O6pabotka kmerox PCS-1 mpuBomuina K yBeTHIEHHIO
MHTOXOHJPHAIFHOTO MeMOpaHHOTro noreHnuana (‘Pm) B Hopme u npu Gomnesnu [lapkuncona. beuto obnapyxeno, uro PCS-1
CHIKAeT aKTHBHOCTh KOMILIeKca | TpIXxaTenbHO! e Kak B HOpMe, Tak U IPH IaTOJIOTHH, a TaKXkKe CHikaeT ydactue FiFo AT®
cuHTasbl B hopmupoBannn ¥m B Mozenu 6oe3nu [TapkuHcoHa.

KimioueBbie cioBa: Kemmndepon-3-O-codoposun, Gomesup I[TapkrHCOHA, MHUTOXOHAPHM, MHUTOXOHJIPUAIbHBI MeMOpaHHBIH
MOTEHIINA.

KEMPFEROL-3-O SOFOROZIDINING NEYROPROTEKTOR XUSUSIYATLARINI PARKINSON KASALLIGI
HUJAYRA MODELIDA TADQIQ QILISH
Annotatsiya

Mazkur tadgiqot ishida kempferol-3-O-soforozidning (PCS-1) normal fiziologik holatdagi va Parkinson kasalligi imitatsiya
qilingan hujayralarda mitoxondriya bioenergetik jarayonlariga ta’siri o‘rganildi. Hujayralarga PCS-1 ta’sir ettirilganda har ikkala
guruhdagi hujayralarning mitoxondrial membrana potensiali (¥m) oshishi kuzatildi. PCS-1 mitoxondriya nafas zanjiri | kompleksi
faolligini pasaytirishi, shuningdek, Parkinson kasalligi modelida Wm shakllanishida FiFo ATF sintazaning hissasini kamaytirishi
aniglandi.

Kalit so‘zlar: Kempferol 3-O-soforozid, Parkinson kasalligi, mitoxondriya, mitoxondriya membrana potensiali.
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Kirish. Kempferol-3-O-soforozid (PCS-1) — bu flavonoid kaempferolning glikozidi bo‘lib, uchinchi pozitsiyaga soforoza
(ikki glukozadan iborat disaxarid) bog‘langan. PCS-1 ning farmakologik xususiyatlarini o‘rganishga bag‘ishlangan ilmiy nashrlar
juda kam va bu birikmaning mitoxondriya funksiyasiga to‘g‘ridan-to‘g‘ri ta’siri bo‘yicha nashrlar mavjud emas. Biroq,
kempferolning o‘zi mitoxondriya funksiyalarini ya’ni energiya metabolizmini yahshilovchi, oksidlanishli stressni kamaytiruvchi
va kalsiy gomeostazini boshgarishda samarali modulyator sifatida keng tadgiq gilingan [1]. Shu sababli, tadgigotlarimiz uchun
ushbu birikma tanlab olinib, uning neyrohimoyaviy ta’siri baholandi. Mavjud tadgigotlarda kempferol mitoxondrial jarayonlarning
samarali modulyatori ekanligi va FiFo ATF sintaza va ETZ (elektron transport zanjiri) I kompleksi faolligiga bevosita ta’sir
ko‘rsatishi tadqiq qilingan edi [1, 2]. Shu sababli ushbu tadqiqot uchun kempferol hosilasi bo‘lgan PCS-1 tanlab olindi va uning
nazorat va Parkinson kasalligining hujayra modelida bioenergetik jarayonlarga ta’sirini o‘rganish maqgsad qilib olindi.

Material va metodlar. SH-SY5Y hujayra liniyasini o‘stirish. Neyroblastoma hujayralarini saglash va o‘stirish uchun
Eagle’s Minimal Essential Medium va F12 mubhitining (Gibco F12, ThermoFisher Scientific #11765054) 1:1 nisbatdagi
aralashmasidan foydalanildi. Harorat 37 °C va atmosfera muhitida 95% havo va 5% CO2bo‘lgan inkubatorda saqlandi. Ozuqa
muhiti tarkibida 1% antibiotik qo‘shildi va uning ta’sir etish davomiyligi qo‘shilganidan so‘ng 1 oy muddatda hisoblanadi. Muhit
har 4-7 kunda yangilab turiladi. Parkinson kasalligini hujayra darajasida modellashtirish uchun SH-SY5Y hujayralari kulturasi 1
uM rotenon bilan 24 soat inkubatsiya qilindi xak mokasano B [3]. Kempferol 3-O-soforozid ta’sirini baholash guruhiga ushbu
modda 10 uM konsentratsiyada rotenon bilan bir vaqtda qo‘shildi. Mazkur modda O‘zR FA O‘simlik moddalari kimyosi instituti
tomonidan ajratib, tozalab olingan va bizga tadgigot uchun xolisona taqdim etildi.

Mitoxondriya membrana potensiali (A¥wm)ni olchash. A¥m baholash CELENA® S (logos Biosystems) fluorestsensiya
mikroskopi yordamida olib borildi. Dastlab tajriba uchun hujayra kulturalari HBSS (Hank’s Balansed Salt Solution) muhiti bilan
3 marta yuvib tashlanib, A¥m ga sezgir bo‘lgan TMRM fluorestsent zondi (25 nM) yordamida 20 daqiqa davomida qorong‘u
muhitda doimiy va sekinlik bilan aralashtirish sharoitda bo‘yaladi. Fluorestsent mikroskop har 20 sekundda bitta tasvirga oladi va
har bir tajriba 12-15 dagiqa davom etadi. Tajriba 20x obyektiv va 548 qozg atish/57demissiya d@ TMRM uchun RFP filtrida ko‘riladi.

Statistik tahlil uchun Origin Pro 2024 dasturidan foydalanildi. Statistik tahlil bir omilli dispersion tahlil usullari (ANOVA,
Tukey testi) yordamida amalga oshirildi. Farglar p < 0.05 bo‘lganda statistik jihatdan ahamiyatli deb hisoblandi.

Tahlil va natijalar. Tajribada 4 ta guruh ajratib olindi: 1-nazorat, 2-kempferol, 3-rotenon, 4-rotenon va kaempferol bilan
inkubatsiya qilingan hujayralar guruhi. 4-guruhda kempferol rotenon bilan bir vagtda 24 soat davomida inkubatsiya gilindi.
Tadqiqot natijalariga ko‘ra, nazorat hujayralarga kaempferol ta’sir ettirish ¥m 38% ga oshirganini kuzatish mumkin. Shu bilan
birga, rotenon ta’sirida bo‘lgan hujayralarda ¥m 36% ga keskin pasaygan. Rotenon va kempferol bilan inkubatsiya gilingan
hujayralar esa sezilarli o‘zgarish ko‘rsatib, 16% ga ¥wm ni tiklagan. Bu esa kempferolning ushbu sharoitdagi biologik ta’sir
doirasini yanada chuqurroq o‘rganish zarurligini ta’kidlaydi (1-A va B rasm).

Rotenon guruhidagi hujayralarda Wwm sezilarli darajada kamaygani kuzatildi. 10 pM konsentratsiyadagi PCS-1 qo‘llanganda
esa bu pasayish oldi olinib, rotenon bilan zararlangan hujayralarda ¥m qisman tiklangani aniqlandi. Shuningdek, 10 uM PCS-1
sog‘lom hujayralarda ham Wwm ni sezilarli darajada oshirgan (1-B rasm). Mitoxondriyalar membrana potensialini bargaror saglashni
F1Fo ATF sintez gilishdan ustun vazifa sifatida bajaradi. Shuning uchun, elektron transport zanjiri membrana potensialini yetarlicha
ta’minlay olmagan holatlarda, mitoxondriya FiFo ATF sintazasi gidroliz rejimiga o‘tib, protonlarni matritsadan membranalararo
bo‘shliqga tashlash uchun FiFo ATF energiyasidan foydalanadi. Normal sharoitida F1Fo ATF sintazalarning katta gismi FiFo ATF
sintez rejimida ishlaydi, lekin turli patologik sharoitlarda gidroliz rejimida faoliyat yurituvchi FiFo ATF sintazalar foizi ortadi [4,
5].

A Nazorat 24 soat rotenon bllan

2 ) t\tiu’\ D75 0 , |

1-rasm. Parkinson kasalligi model hUJayraIarlda PCs-1 nlng Yy ga ta’siri. A. Nazorat va rotenon guruhi
hujayralarining TMRM fluorestsensiyasi aks etgan namunaviy tasvirlar. B. Barcha guruhlarda tegishli moddalar bilan 24 soat
davomida inkubatsiya qgilingandan so‘ng hujayralarning ‘¥ 0‘zgarishi. Nazorat — N=8; n=263, rotenon — N=7; n=58, PCS-1 — N=8;
n=259, rotenon+PCS-1- N=6; n=142 (N — tajribalar soni; n — statistik tahlilga kiritilgan hujayralar soni). *** - p<0,001

Tajriba davomida ATF sintazaning mitoxondriya membranasi potensialiga ta’sirini baholash uchun ATF sintazaning
selektiv ingibitori hisoblanagan oligomitsin A qo‘shish orqali ¥m ni TMRM nurlanish intensivligi o‘zgarishiga bog‘liq ravishda
tekshirildi (2-rasm). Tajriba natijalarini tahlil qilishda barcha o‘lchovlar 100% ko‘rsatkichga nisbatan normallashtirildi, ya’ni har
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bir hujayraning maksimal TMRM fluorestsensiyasi intensivligi 100%, minimal giymati esa (depolarizatsiya moddalari
qo‘shilgandan so‘ng) nol sifatida belgilandi.
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2-rasm. Nazorat, rotenon, rotenon+PCS-1 guruhidagi hujayralarda ¥ ni baholash. Nazorat (A) rotenon (B) va
rotenon+PCS-1 (D) guruhidagi hujayralarning na’munaviy natijalari tasvirlari. TMRM signali 100 % ga normallashtirilgan,
chiziqlar tajribadagi barcha hujayralarning o‘rtacha qiymati + standart xatolik ko‘rinishida berilgan.

Ma’lumotlar Origin Pro 2024 dasturining "normalize curves" funksiyasi yordamida standartlashtirildi, bu esa hujayralar
orasidagi nisbiy o‘zgarishlarni yanada aniqroq baholash imkonini berdi. Nazorat hujayralarda oligomitsin ta’sirida TMRM
intensivligi ya’ni Pm deyarli o‘zgarmagan (2-A rasm). Nafas zanjiri birinchi kompleksi ingibitori hisoblangan rotenon qo‘shilganda
Wwm ni pasayishi kuzatildi (2-A rasm). Har bir tajriba oxirida Wm ni shartli ravishda nolga tushirish magsadida CCCP qo‘shildi.
Rotenon bilan 24 soat inkubatsiya qilingan hujayralarda oligomitsin qo‘shilishi ¥m ni pasayishiga olib keldi (2-B rasm). Rotenon
ta’sirida esa yanada ko‘proq pasayish kuzatildi (2-B rasm). Rotenon bilan bir vaqtda kempferol bilan inkubatsiya gilingan
hujayralarda esa oligomitsin ta’sir ettirilgandan so‘ng ¥wm qayta tiklandi (2-D rasm).

Olingan natijalar tahlilining keyingi bosgichida ¥wm ning o‘zgarish tezligi hisoblab chiqildi. Unga ko‘ra nazorat
hujayralarida tajriba avvalidan TMRM signalining biroz pasayish tendensiyasi mavjud bo‘lib, ¥m pasayish tezligi 2.2 %/min. ni
tashkil etdi (3-A rasm). Oligomitsin ta’sirida bu pasayish tezligi 1.1 %/min. gacha kamaydi, rotenone qo‘shilishi esa ¥m ning
pasayish tezligini 8.2 %/min. gacha oshirdi (3-A rasm). Rotenon guruhida bazaviy chiziqdagi potensial pasayish tezligi nazorat
hujayralaridan unchalik farq qilmadi, lekin oligomitsin qo‘shilganda Wm pasayish tezligi 5.2 %/min.ga yetib, nazorat hujayralaridan
sezilarli darajada farq qildi (3-A rasm). Rotenon ta’sirida esa rotenon guruhida Wm pasayish tezligi o‘rtacha 2.6 %/min. ni tashkil
etdi, bu ham nazorat hujayralari ko‘rsatkichlaridan ancha farq qgiladi. PCS-1 bilan preinkubatsiya gilingan hujayralar FiFo ATF
sintazaning Wwm shakllanishidagi rolini sezilarli darajada kamaytirgan (3-B,D rasm).
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3-rasm. Nazorat, rotenon, rotenon+PCS-1 guruhidagi hujayralarda ¥m shakllanishida FiF, ATF-sintaza va
elektron tashish zanjiri ishtirokini baholash. TMRM fluoresensiyasi o°zgarishining tezligi nazorat (A,B) va rotenon guruhidagi
hujayralarda (D) o‘lchandi. Oligomitsinning funksional qo‘shilishidan keyin PCS-1 ning qo‘llanilishi hujayralar ¥m ga sezilarli
ta’sir ko‘rsatganligini ko‘rish mumkin. Rotenon guruhida oligomitsin ta’siri sezilarli darajada kam bo‘lgan (D). Grafik barlarining
ostidagi raqamlar grafikning har bir qismida barcha hujayralar uchun o‘rtacha tezlik qiymatini bildiradi. Nazorat N=4; n=134,
Rotenon — N=3; n=25, Rotenon+kaempferol-o-soforozid — N=5; n=75, Kaempferol-o-soforozid — N=6; n=221 (N — chashka, n —
statistikaga chiggan hujayralar soni). " - p <0,001 — Student test, AS — ahamiyatsiz
PCS-1 bilan 24 soat inkubatsiya gilingan nazorat hujayralarining Wm oligomitsin ta’sirida 1.9 %/min., rotenon ta’sirida esa
2.8 %/min ga pasayib, nazorat hujayralariga nisbatan yuqori potensialni ko‘rsatgan (3-B rasm). Shuningdek, rotenon+PCS-1

3
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hujayralarga oligomitsin qo‘shilganda ¥m 0.8 %/min. ga pasayib, rotenon guruhiga nisbatan sezilarli darajada farq gilgan. Shu
bilan birga, rotenon ta’siri sezilarli o‘zgarish kuzatilmagan (3-D rasm). Tadqiqot natijalariga ko‘ra rotenon guruhidagi hujayralarda
oligomitsin ta’siri teskari tomonga o‘zgargan, ya’ni bu hujayralarda potensialning bir gismi FiFo ATF sintaza faolligi orgali
shakllanayotgani taxmin gilinadi, bu holat avvalgi adabiyotda gayd etilgan [4]. Bundan tashqari, rotenon ETZ | kompleksi ingibitori
sifatida kompleks faoliyatining pasayishiga olib kelishi kerak, bu esa tajribalarimizda ham tasdiglandi, chunki rotenon guruhi
hujayralarida rotenon qo‘shilganda kuzatilgan ta’sir nazorat hujayralariga nisbatan ancha past bo‘lgan (3-A rasm).

Xulosa. Mazkur tadgigotda PCS-1 normal fiziologik holatlarda ham, neyroblastoma hujayralari Parkinson kasalligining
rotenon modelida ham hujayraning bioenergetik jarayonlariga modulyatsiyalovchi ta’sir ko‘rsatishga qodirligi ko‘rsatildi. Olingan
natijalarga asoslanib, ushbu birikmaning potensial ta’sir nishonlari mitoxondriya nafas zanjirining I kompleksi va FiFo-ATF-
sintaza bo‘lishi mumkin degan xulosaga kelish mumkin. Ma’lumki, I kompleks hujayradagi turli xil stress sharoitlarga nishatan
yuqori sezgirlikka ega va shikastlovchi ta’sir boshlanganidan 2-3 daqiqa o‘tgach, nofaol holatga o‘tishi mumkin [6]. Bundan
tashqari, ko‘pchilik patologik holatlarda ¥m ning pasayishi kuzatiladi, bu esa o‘z navbatida F1Fo-ATF-sintazaning gidroliz rejimiga
o‘tishiga sabab bo‘lishi mumkin. Nafas zanjirining I kompleksi va gidrolitik rejimdagi FiFo-ATF-sintazaning har ikkisi ham
mitoxondriya disfunksiyasi bilan kechadigan patologiyalarda muhim farmakologik nishon hisoblanadi. Shu sababli bu fermentlar
faolligini to‘g‘ridan-to‘g‘ri modulyatsiya qila oladigan yangi biologik faol moddalarni izlash zamonaviy tadqiqot yo‘nalishi
hisoblanadi. Kelgusi tajribalarda ajratib olingan mitoxondriyalarga PCS-1 ning bevosita ta’sirini tadqiq qilish rejalashtirilgan.

Minnatdorchilik. Ushbu tadqiqot Ilg‘or Texnologiyalar Markazi byudjet mablag‘lari, shuningdek Ne AL-7823051647
(K.N.R.) amaliy loyihasi ko‘magida amalga oshirilgan.

Mualliflarning hissasi. X.F.T., Yu.P.B. — tadqiqotlarni o‘tkazish, ma’lumotlarni tahlil qilish, nashr uchun rasmlar
tayyorlash, dastlabki qo‘lyozma variantini yozish; N.K.S. — tadqiqotlarni o‘tkazish; Ch.O.S., O.B.S., N.S.Z.— konseptualizatsiya,
resurslar; K.N.R. — tadgiqotlarni o‘tkazish, qo‘lyozmani tahrirlash, resurslar; B.A.Y. — tadgiqotlarni konseptualizatsiya gilish va
dizayni, tadqiqotlarni o‘tkazish, ma’lumotlarni tahlil qilish, qo‘lyozma yozish va tahrirlash.
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