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Аннотация.
Полифенолы представляют интерес как потенциальные нейропротекторы, которые увеличивают продолжительность 
жизни и замедляют старение. Перспективным источником биологически активных веществ является клевер луговой 
(Trifolium pratense L.), в экстрактах которого присутствуют биоханин А и хлорогеновая кислота. Цель работы – 
установить наличие/отсутствие влияния полифенолов, выделенных из экстрактов каллусных культур T. pratense L. 
на экспрессию генов SOD-3 и HSP-16.2 и антиамилойдной активности с помощью модельных организмов – нематод 
Caenorhabditis elegans.
Объектами исследования являлись хлорогеновая кислота и биоханин А (200, 100, 50 и 10 мкМ) чистотой 95 %, которые 
выделили из экстрактов каллусов клевера лугового. Влияние полифенолов на экспрессию SOD-3 и HSP-16.2 оценивали 
при тепловом стрессе (35 °С) в течение 5 и 2 ч соответственно, используя C. elegans N2 Bristol. Нейропротекторную 
активность оценивали по количеству парализованных C. elegans CL4176 после 18, 40 и 62 ч инкубации. 
Установлено, что дозазависимый эффект между концентрацией биологически активных веществ и процентом 
парализованных нематод наблюдался при 18 ч культивирования. Максимальные результаты уменьшения фенотипа 
парализации наблюдались при добавлении растворов концентрацией 200 мкМ. Активность 200 мкМ биохнина А была 
в 1,18 раз выше 200 мкМ раствора хлорогеновой кислоты. Растворы биоханина А увеличивали экспрессию SOD-3 
только в 3,7 раз в сравнении с контролем. 
Полученные результаты показали, что исследуемые биологически активные вещества проявляли относительную нейро- 
протекторную активность и способность влиять на экспрессию гена антиоксидантной защиты организма, используя 
модельный объект C. elegans.

Ключевые слова. Старение, болезнь Альцгеймера, нейропротекторы, полифенолы, хлорогеновая кислота, биоханин А,  
Caenorhabditis elegans, β-амилоидный пептид
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Chlorogenic Acid and Biohanin A from Trifolium pratense L. 
Callus Culture Extract: Functional Activity In Vivo

Irina S. Milentyeva , Anna D. Vesnina* , Anastasiya M. Fedorova ,  
Elena V. Ostapova , Timothy A. Larichev

Kemerovo State University , Kemerovo, Russia

Abstract.
Polyphenols are potential neuroprotectors that increase lifespan and slow down aging. Red clover (Trifolium pratense L.) is a 
promising source of biologically active substances. Its extracts contain biochanin A and chlorogenic acid. This research used 
Caenorhabditis elegans to study the effect of polyphenols extracted from red clover callus cultures on SOD-3 and HSP-16.2 
genes, as well as their anti-amyloid potential. 
The chlorogenic acid and biochanin A (200, 100, 50, and 10 µM) with a purity of 95% were isolated from callus extracts of  
T. pratense L. The effect of polyphenols on SOD-3 and HSP-16.2 was assessed after 5 and 2 h of heat stress (35°C), respectively, 
using C. elegans N2 Bristol as model organism. The neuroprotective potential was measured by counting paralyzed nematodes 
after 18, 40, and 62 h of incubation.
The research established a dose-dependent effect between the concentration of biologically active substances and the percentage 
of paralyzed nematodes after 18 h of cultivation. The lowest paralysis phenotype count occurred at a concentration of 200 μM.  
The activity of 200 μM biochnin A was 1.18 times as high as that of a 200 μM chlorogenic acid solution. Biochanin A solutions 
increased SOD-3 expression by 3.7 times, compared to the control.
The biologically active substances exhibited relative neuroprotective activity and affected the expression of antioxidant 
defense gene in C. elegans.

Keywords. Aging, Alzheimer's disease, neuroprotectors, polyphenols, chlorogenic acid, biochanin A, Caenorhabditis elegans, 
β-amyloid peptide
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Введение
Старение – это биологический, неизбежно воз- 

никающий и закономерный процесс снижения био- 
логической функции организма. В результате данного 
процесса организм становится более восприимчивым 
к негативным внешним и внутренним факторами 
окружающей среды [1]. Старение сопровождается 
развитием хронических заболеваний: диабета 2 типа,  
онкологии, артрита, почечной дисфункции и т. п. 

Особую роль играют когнитивные нарушения – ней- 
родегенеративные заболевания (например, болезнь 
Альцгеймера) [2, 3].

Болезнь Альцгеймера – это многофакторное за- 
болевание, которое характеризуется ухудшением 
интеллектуальных способностей организма (сниже- 
нием памяти, мышления, обучения и понимания, 
дезориентацией, нарушением самообслуживания, 
изменением личности и т. п.). Данное заболевание 
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сопровождается накоплением белковых отложений 
(бета-амилоидов – Aβ) в виде амилоидных бляшек в 
головном мозге, постоянным окислительным стрес- 
сом, воспалительными процессами и т. д. [4, 5]. Систе- 
тема антиоксидантных ферментов является первой 
линией защиты организма от активных форм кисло- 
рода и окислительного стресса. Следовательно, актив- 
ность ферментов антиоксидантной защиты, например, 
супероксиддисмутазы (SOD), является важной мише- 
нью для профилактики болезни Альцгеймера [6]. 

Развитие хронических заболеваний в любом воз- 
расте зависит как от генетических особенностей, так 
и от образа жизни, в частности питания. Питание как  
модифицируемый фактор окружающей среды и ис- 
точник биологически активных веществ (БАВ) спо- 
собно влиять на состояние организма потребителя. 
Употребление продуктов питания, содержащих ряд 
БАВ, способно предотвращать и замедлять развитие 
хронических заболеваний у людей пожилого и стар- 
ческого возрастов [1, 7, 8]. Питание (диеты) способно 
влиять на здоровье потребителя, модулируя нейро- 
воспалительные процессы, которые участвуют в  
патогенезе болезни Альцгеймера [9]. К нейропротек- 
торным диетам относят средиземноморскую диету 
и DASH-диету (диетические подходы к остановке 
гипертонии), способность которых влиять на когни- 
тивные процессы обусловлена содержанием в раци- 
оне полиненасыщенных жирных кислот, витаминов 
и полифенолов (рис. 1) [1, 10, 11]. 

Среди потенциальных нейропротекторов, кото- 
рые увеличивают продолжительность жизни и за- 
медляют старение, особый интерес представляют по- 
лифенолы. Полифенолы – это класс органических 
соединений, являющихся вторичными метаболи- 
тами высших растений, которые проявляют противо- 

воспалительные, антиоксидантные, антимикробные 
и другие биологически активные свойства [6, 12]. 
Куркумин, ресвератрол, апигенин, байкалин, кемп- 
ферол, любеолин, эпикатехин, мирицетин, кверцетин, 
хлорогеновая кислота и прочие природные полифено- 
лы проявляют антиоксидантное и нейропротектор- 
ное действие за счет ингибирования выработки Aβ, 
влияя на активность секретируемых ферментов, и/или 
ингибирования самосборки Aβ в фибриллы [6, 13].  
В исследовании L. Xin и др. установлено наличие ин- 
гибирующего действие на Aβ метаболитов Lycoris 
radiata [14]. Y. Wu с соавторами доказали, что экс- 
тракт листьев Ginkgo biloba ингибирует паралич, 
вызванный Aβ [15]. Следовательно, растения являют- 
ся перспективным сырьем для извлечения веществ-
кандидатов в нейропротекторы. 

Среди растений одним из перспективных источ- 
ников БАВ является клевер луговой (Trifolium pra- 
tense L.) [16]. Среди метаболитов, преобладающих в 
экстрактах данного растения, выделяют биоханин А  
и хлорогеновую кислоту [17, 18]. 

Хлорогенновая кислота – это полифенол раститель- 
ного происхождения, который проявляет антиокси-
дантные, антибактериальные, антигистаминные, про- 
тивовоспалительные, обезболивающие, гепатопро- 
текторные, противораковые и нейропротекторные 
свойства. Это позволяет отнести кислоту к перспе- 
ктивным кандидатам в нейропротекторы [19–22]. 
В научной литературе представлена информация о  
том, что хлорогеновая кислота используется для борь- 
бы с болезнями Альцгеймера и Паркинсона [23]. Ра- 
боты S. F. Nabavi с соавторами и S. S. Singh с соавто- 
рами подтверждают наличие нейропротекторной 
активности (на моделях in vitro и in vivo) хлороге- 
новой кислоты [24, 25]. Молекулярные механизмы 

Рисунок 1. Принцип биологической активности основных веществ-нейропротекторов

Figure 1. Biological activity of neuroprotective substances
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хлорогеновая кислота и т. д.
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Витамин Е, С, Д, А, В6, В12 и В9

• поддерживают текучесть, регулируют возбудимость 
мембран нейронных клеток;

• улучшают способность нейронной передачи у здоровых 
людей (улучшают процесс обучения и памяти);

• участвуют в регулировании настроения и 
эмоционального состояния;

• модулируют воспалительные процессы;
• проявляют противовоспалительное действие

• проявляют антиоксидантные свойства;
• проявляют противовоспалительные свойства;
• модулируют сигнальные каскады нейронов;
• ингибируют образования олигомера Aβ

• проявляют антиоксидантную активность;
• ингибируют образование амилойдных бляшек
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нейропротекторного действия T. pratense L. сложны, 
но обусловлены антиоксидантной и противовоспа- 
лительной активностями хлорогенновой кислоты. В 
работе A. Amato и др. говорится о том, что хлороге- 
новая кислота способна защищать нейроны от апоп- 
тоза и ингибировать агрегацию Aβ [26]. 

Биоханин А (5,7-дигидрокси-4’-метокси-изофла- 
вон) представляет собой О-метилированный изо- 
флавон, который проявляет антиоксидантную, проти- 
вовоспалительную, эстрогеноподобную и глюкозо- 
липидную модулирующую активности, а также про- 
филактические и нейропротекторные эффекты [27].  
В работе J. W. Tan и M. K. Kim представлены данные, 
которые доказывают наличие нейропротекторной ак- 
тивности биоханина А: способность к ингибированию 
Aβ и апоптоза (in vitro на клеточных моделях) [27].  
В работе S. M. Biradar и др. представлены результаты, 
которые подтверждают наличие нейропротекторных 
свойств биоханина А, способного улучшать память у 
молодых и старых мышей [28]. В работе K. Youn и др.  
показано, что биоханин А ингибирует активность бел- 
ка, предшествующего в образовании Aβ in vitro [29].  

Цель работы – установить биофункциональное 
воздействие полифенолов (биоханина А и хлороге- 
новой кислоты), выделенных из экстрактов каллусных 
культур T. pratense L., на экспрессию генов SOD-3 и 
HSP-16.2 и антиамилойдной активности с помощью 
модельных организмов Caenorhabditis elegans.   

В качестве модельных организмов выбраны нема- 
тоды C. elegans, которые обладают преимуществами 
в сравнении с другими модельными организмами: 
полностью секвенированный геном, в котором обна- 
ружена генетическая основа старения; схожие с чело- 
веком изменения в поведении и физиологических 
показателях здоровья (стрессоустойчивость, дегенера- 
ция нервной системы, изменения в структуре мышеч- 
ной ткани); небольшой размер (около 1 мм в длину  
для взрослых особей) и прозрачное тело; простота  
культивирования и размножения (большое произ- 
водство потомства – около 300 особей за счет само- 
оплодотворения); короткий жизненный цикл (около 
21 дня для дикого типа) [30–33]. Данные модельные 
объекты используются в исследованиях, связанных 
с ожирением, старением и нейродегенеративными 
заболеваниями (например, болезнь Альцгеймера) [34]. 

Для изучения болезни Альцгеймера сконструи- 
рованы трансгенные модели C. elegans, в которых 
экспрессируется белок Аβ человека в мышечных 
тканях либо нейронах [12, 34]. Примерами транс- 
генных штаммов, экспресирующих Aβ, являются 
CL4176 и GMC101, которые вырабатывают Aβ в 
мышцах стенки тела при изменении (повышении) 
температуры с 15 до 25 °С. В результате этого проис- 
ходит парализация, приводящая к болезни Альцгей- 
мера. То есть антиамилойдная активность (или ней- 
ропротекторная активность) при использовании дан- 
ных трансгенных штаммов выражается в отсутствии 

или снижении числа парализованных нематод при 
их культивировании с повышением температуры 
до 25 °С [35–37]. В процессе старения экспрессия 
генов у C. elegans изменяется [38, 39]. У старых осо- 
бей происходит снижение уровня мРНК генов, отве- 
чающих за белки теплового шока (sHSP), и антиок- 
сидантных ферментов (например, супероксиддис- 
мутазы) [40]. Установлено, что сверхэкспрессия 
шаперонного белка HSP-16.2 у нематод приводит 
к ингибированию токсичности Аβ человека [34]. 

Каллусная культура в данном исследовании вы- 
брана в качестве сырья для извлечения БАВ, т. к. био- 
технологические методы культивирования in vitro 
позволяют получать богатое растительное сырье, 
независимо от климатических и сезонных условий, 
не изымая биообъект из сферы его обитания [41].  

Объекты и методы исследования 
Объектами исследования являлись хлорогеновая 

кислота и биоханин А, выделенные из экстрактов 
каллусной культуры Trifolium pratense L. Подробно 
этапы получения каллусной культуры и экстрактов 
представлены в работе L. S. Dyshlyuk и др. [42]. Кал- 
лусы получены из поврежденных в стерильных усло- 
виях проростков (семена приобретены в коллекции  
Е. К. Сироткина, Россия), выращенных на агаризо- 
ванной питательной среде Гамборга, модифициро- 
ванной кинетином (2,00 мг/л), 6-БАП (0,10 мг/л), 
ИУК (2,00 мг/л) и 2,4-Д (2,00 мг/л) [43]. Экстракты 
каллусных культур получили при 6 ч экстракции 
с использованием обратного холодильника и водя- 
ной бани при 70,00 ± 5,00 °С; экстрагеном являлся 
70,00 % водно-этанольный раствор.   

Выделение хлорогеновой кислоты и биоханина А 
из экстракта каллусной культуры клевера лугового 
(T. pratense L.) описано в работе E. R. Faskhutdinova с 
соавторами и G. R. Malca-Garcia с соавторами [44, 45].  
Схема выделения представлена на рисунке 2. Сте- 
пень очистки хлорогеновой кислоты и биоханина А  
составляла не менее 95,00 %.

Для оценки биологической активности целе- 
вых веществ использовали модельные организмы –  
дикий штамм Caenorhabditis elegans N2 Bristol (для 
изучения уровня экспрессии SOD-3 и HSP-16.2) и  
трансгенный C. elegans CL4176 (dvIs27[myo-3p::Aβ  
(1-42)::let-851 3’UTR)+rol-6(su1006)] (для изучения 
болезни Альцгеймера). Модельные организмы пре- 
доставлены лабораторией разработки инновацион- 
ных лекарственных средств и агробиотехнологий 
Московского физико-технического института (нацио- 
нальный исследовательский университет) (Долго- 
прудный, Россия) [46]. Для получения растворов БАВ  
различной концентрации готовили стоковые раство- 
ры в диметилсульфоксиде концентрацией 10 ммоль/л.  
Затем из стоков получали рабочие растворы с кон- 
центрациями 200, 100, 50 и 10 мкМ, добавляя дистил- 
лированную воду. 
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Протокол по выращиванию C. elegans CL4176 и 
исследования нейропротекторной активности взят 
из работы V. Dostal и C. D. Link [47]. На начальных 
этапах осуществляли синхронизацию поколения ро- 
дителей: помещали 20–30 беременных особей на 
чашки с агаризованной средой NGM (чашки Петри 
60 мм), покрытой Escherichia coli OP5O. Особей вы- 
держивали в течение 2 ч при 16 °С (допустимая тем- 
пература для CL4176), затем удаляли беременных 
взрослых особей, оставляя их потомство расти в 
течение 7 дней (до их взрослой и беременной стадии). 
Затем данных особей использовали для получения 
тестовых популяций: перемещали 10–12 беременных 
взрослых особей на NGM, покрытой E. coli OP5O, и 
выдерживали их в течение 2 ч при 16 °С для кладки 
яиц. Затем взрослых особей удаляли и использовали 
в эксперименте их потомство (яйца). 

Проведение эксперимента: за один день до начала  
анализа приготовили среды NGM с E. coli OP5O и  
с добавлением исследуемых растворов БАВ различ- 
ной концентрации. Через 48 ч после окончания син- 
хронизации кладки яиц (особи находятся на личи- 
ночной стадии – L3) повышали температуру чашек 
до 25 °С. Через 18–20 ч особи достигают стадии L4 
и начинается подсчет количества парализованных 
нематод. Подсчет парализованных нематод осущест- 

влялся на 18, 40 и 62 ч культивирования для того,  
чтобы оценить продолжительность защиты парализо- 
ванных особей от нейротоксичного действия Aβ пос- 
ле обработки БАВ. Продолжительность культивиро- 
вания в 62 ч взята из работы E. R. Faskhutdinova и др.,  
в которой в течение данного времени оценивали про- 
должительность жизни нематод [44]. Парализован- 
ными считаются нематоды, которые потеряли способ- 
ность поступательно перемещаться в пространстве с 
характерной зигзагообразной подвижностью. Наблю- 
дения за нематодами осуществляли с помощью мик- 
роскопа Axio Observer Z1 (Carl Zeiss AG, Германия). 

Контрольные образцы – нематоды, культивируе- 
мые в представленных выше условиях, но без добав- 
ления растворов БАВ различной концентрации.

Штамм E. coli OP50, который использовался в ка- 
честве пищи для нематод, предоставлен институтом 
молекулярной биологии имени В. А. Энгельгардта 
РАН (Москва, Россия). Для получения стартовой куль- 
туры штамма E. coli OP50 одну колонию выращи- 
вали в 5 мл среды LB в течение ночи (12,0 ± 0,5 ч) 
при 37 °С при интенсивном перемешивании.

Состав сред NGM, S-среды и LB представлен в 
работе [48].

Протокол по выращиванию C. elegans N2 Bristol 
представлен в работе R. R. Sonani и др. [49]. На 

Рисунок 2. Схема выделения целевых веществ из экстракта каллусной культуры Trifolium pratense L.

Figure 2. Isolating target substances from Trifolium pratense L. callus extract
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начальных этапах получали синхронизированные 
личинки по возрасту: 5–10 беременных взрослых 
особей перемещали на агаризованную среду NGM  
(чашки Петри 60 мм), покрытую E. coli OP5O. Осо- 
бям давали откладывать яйца в течение 3 ч при 
температуре 20 °С с последующим удалением взрос- 
лых особей. Чашки с изолированными яйцами обра- 
батывали водным раствором NaCLO (соотношение 
соль:вода 1:5) для разрушения кутикулы червей. 
Через 12–14 ч из изолированных яиц вылупляются 
личинки L1.

Для анализа экспрессии гена SOD-3 в каждую 
ячейку 24-луночного планшета вносили 900 мкл 
суспензии нематод стадии L1 (находящихся в S-среде), 
смешанную с E. coli OP5O, и по 100 мкл каждого из  
тестируемых БАВ различной концентрации. План- 
шет заклеивали пленкой и оставляли на 72 ч при 
температуре 20 °С до достижения нематодами ста- 
дии развития L4. Затем планшет помещали в термо- 
стат (камера KBF-S ECO Solid.Line (Binder GmbH, 
Германия)) на 35 °С в течение 5 ч (создание тепло- 
вого стресса) [50].

Для анализа экспрессии гена HSP-16.2 в каждую 
ячейку 24-луночного планшета вносили по 900 мкл 
суспензии нематод стадии L1 (находящихся в S-среде), 
смешанную с E. coli OP5O. Планшет заклеивали плен- 
кой и инкубировали 48 ч при температуре 20 °С до 
достижения нематодами стадии L4. По истечении 
48 ч планшет помещали в инкубатор при 35 °С на 2 ч  
(создание теплового стресса). По истечении 2 ч 
планшет охлаждали до 20 °С и в лунки добавляли 
100 мкл исследуемых БАВ различной концентрации. 
Затем продолжили инкубацию нематод в течение  
5 дней при 20 °С. 

Эксперимент проводили с 2-кратным повтором  
для каждого экстракта с таким расчетом, чтобы по- 
лучить не менее 1000 нематод для каждого тестиру- 
емого условия. По истечении 5 и 20 ч для объектов, 
отобранных на исследование экспрессии SOD-3 и 
HSP-16.2 соответственно, нематоды переносили в 
пробирку типа Эппендорф, которую подвергали цен- 
трифугированию при 1000 g в течение 2 мин. 

В соответствии с инструкциями производителей 
мы выделяли РНК из осадка нематод с использова- 
нием набора ExstractRNA (BC032, ЗАО «Евроген», 
Москва); определяли количество РНК, выделенной из 
нематод, на приборе Nanodrop 2000C (Thermo Scien- 
tific, США); проводили синтез первой цепи кДНК  
с использованием набора реактивов MMLV RT kit 
(SK021, ЗАО «Евроген», Москва). Амплификацию 
РНК проводили на приборе СFX96 RealTime System 
(«Bio-Rad Laboratories», США) на основе одноэтап- 
ного подхода с использованием реакционной смеси 
5X qPCRmix-НS SYBR (PK147S, ЗАО «Евроген», 
Москва), предназначенной для ПЦР в режиме реально- 
го времени с интеркалирующим красителем SYBER  
Green I. Определение уровня экспрессии генов SOD-3  
и HSP-16.2 в нематодах, обработанных хлорогеновой 

кислотой и биоханином А, проводили в сравнении с  
экспрессией этих генов в контрольных образцах. Ко- 
личественные значения экспрессии генов нормали- 
зовали по отношению к уровню экспрессии рефе- 
рентных генов AMA или ACT, которые определяли в 
тех же условиях амплификации в режиме реального 
времени и с тем же количеством тестируемой кДНК 

Относительную экспрессию генов (RЕ) рассчиты- 
вали по уравнению (1) по методу Дельта-Дельта [51]

                           CtRE E−∆∆=  
 

( ) ( ) ( )  target referenceC t C t C t∆ = −  

                             (1)

где E – эффективность амплификации (равна 2,0).
Нормализация по среднему референсных генов 

представлена в уравнении (2)

             

 CtRE E−∆∆=  
 

( ) ( ) ( )  target referenceC t C t C t∆ = −                 (2)

где C(t)reference ‒ среднее геометрическое C(t) рефе- 
ренсных генов (для мРНК); C(t)target ‒ C(t) генов-
мишеней.

Более подробно расчет RE представлен в рабо- 
тах [51, 52].

Все эксперименты проводили в трехкратной пов- 
торности. Результаты выражали в виде среднего зна- 
чения ± стандартное отклонение. В таблицах и ри- 
сунках представлены значения с «*» – это значения, 
отличающиеся от других (р < 0,05). Для обработки 
данных по оценки нейропротекторной активности 
использовали график выживания Каплана – Мейера 
в сочетании с критерием логарифмического ранга 
(Мантела – Кокса). Оценку осуществляли с помощью 
онлайн-приложения OASIS (https://sbi.postech.ac.kr/
oasis2). Для обработки данных по влиянию БАВ на 
экспрессию SOD-3 и HSP-16.2 использовали оценку  
по post hoc критерию Тьюки. Для анализа исполь- 
зовали программу Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., США).

 
Результаты и их обсуждения 
Влияние растворов хлорогеновой кислоты и био- 

ханина А, выделенных из экстракта каллусной куль- 
туры клевера лугового Trifolium pratense L., различной 
концентрации на парализацию нематод Caenorhab- 
ditis elegans CL4176 представлено на рисунках 3 и 4.

На 18 ч культивирования все растворы БАВ с до- 
бавлением растворов хлорогеновой кислоты сни- 
жали количество парализованных особей. Нейро- 
протекторная активность растворов зависела от  
концентрации раствора, т. е. наблюдался дозазави- 
симый эффект: с уменьшением концентрации увели- 
чивалось число парализованных нематод. Соответ- 
ственно, при добавлении раствора концентрацией 
200 мкМ процент парализованных особей был ниже  
в 3,63 %, чем у контроля. На 40 и 62 ч культиви- 
рования дозазависимого эффекта не наблюдалось: 
наименьший процент парализованных особей до- 
стигался при добавлении 50 мкМ раствора хлоро- 
геновой кислоты.

https://sbi.postech.ac.kr/oasis2
https://sbi.postech.ac.kr/oasis2


760

Milentyeva I.S. et al. Food Processing: Techniques and Technology. 2023;53(4):754–765

При добавлении растворов биоханина А доза- 
зависимый эффект наблюдался на 18 ч культиви- 
рования: процент парализованных нематод был в 
3,03 раза ниже в сравнении с контролем. Также доза- 
зависимый эффект наблюдался на 62 ч культивиро- 
вания, но различия между добавлением 50 и 100 мкМ  
раствора незначительны. Нейропротекторная актив- 
ность на 18 ч была максимальна при добавлении  
200 мкМ раствора биоханина А (процент парализо- 
ванных нематод был ниже на 59,88 % в сравнении 
с контролем). 

При оценке динамики парализации нематод в 
течение 62 ч установлено, что наличие растворов 
хлорогеновой кислоты и биоханина А различной 
концентрации не способствовало уменьшению числа 
парализованных особей. 

При сравнении влияния растворов БАВ на 18 ч 
культивирования установили, что растворы биоха- 

нина А проявляли в 1,16 раз большую нейропротек- 
торную активность, чем растворы с хлорогеновой 
кислотой. Фенотип парализации максимально умень- 
шался при использовании 200 мкМ раствора биоха- 
нина А (процент непарализованных нематод был в 
1,18 раз выше, чем при влиянии 200 мкМ раствора 
хлорогеновой кислоты). 

Отсутствие значительных изменений влияния рас- 
творов БАВ с 40 до 62 ч связано с нецелесообразно- 
стью культивирования C. elegans CL4176 в течение 62 ч.  
В ряде работ влияние БАВ на парализацию оцени- 
вают в течение 30–40 ч с интервалом в 2 ч [47, 53, 54].

Результаты оценки влияния растворов хлороге- 
новой кислоты и биоханина А на уровни экспрессии 
гена SOD-3 в нематодах представлены на рисунке 5  
и выражены в относительных единицах уровня экс- 
прессии таргетных генов SOD-3 и HSP-16.2 в испы- 
туемых образцах. 

«*» – достоверные различия с помощью логарифмического рангового критерия (p < 0,05)

Рисунок 3. Процент парализованных Caenorhabditis elegans CL4176, культивируемых при 25 °С 
и добавлении растворов хлорогеновой кислоты различной концентрации

Figure 3. Paralyzed Caenorhabditis elegans CL4176 at 25°C in different chlorogenic acid concentrations
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Рисунок 4. Процент парализованных Caenorhabditis elegans CL4176, культивируемых при 25 °С  
и добавлении растворов биоханина А различной концентрации

Figure 4. Paralyzed Caenorhabditis elegans CL4176 at 25°C in different biochanin A concentrations
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Результаты анализа экспрессии гена SOD-3 у  
С. elegans N2 Bristol на тепловой стресс показали, что  
наличие хлорогеновой кислоты в концентрациях 10 
и 200 мкМ не привело к значительному увеличению 
экспрессии гена в сравнении с контролем. Добавле- 
ние БАВ в концентрации 50 и 100 мкМ приводило 
к увеличению экспрессии гена в среднем в 1,8 раз. 

По сравнению с контролем наличие биоханина А 
увеличивало экспрессию SOD-3 в среднем в 3,7 раз. 
Дозазависимый эффект наблюдался при добавлении 
биоханина А концентраций от 10 до 100 мкМ. При до- 
бавлении 100 мкМ раствора уровень экспрессии был 
выше в 5,85 раз.

Результаты оценки влияния растворов хлоро- 
геновой кислоты и биоханина А различной концент- 
рации на уровни экспрессии гена HSP-16.2 в нема- 
тодах представлены на рисунке 6.

Результаты анализа экспрессии гена HSP-16.2 у 
С. elegans N2 Bristol на тепловой стресс показали, 
что добавление хлорогеновой кислоты в процессе 
культивирования не привело к увеличению экспрес- 
сии HSP-16.2 в сравнении с контролем. Исключение 
составила хлорогеновая кислота концентрацией  
200 мкМ, добавление которой вызвало незначитель- 
ное увеличение уровня экспрессии гена в 1,48 раз. 
Наличие биоханина А не привело к увеличению экс- 
прессии гена. Исключение составил раствор биоха- 
нина А концентрацией 10 мкМ, добавление кото- 
рого увеличило уровень экспрессии гена в 1,58 раз. 

Положительное влияния на парализацию нематод 
с одновременным отсутствие влияния на экспрессию 
HSP-16.2 возможно, т. к. в ответе на стрессовые усло- 
вия, помимо HSP, принимают участие другие гены 

стрессоустойчивости – HSF-1, DAF-16 и т. д. [55]. 
В ходе данного исследования выбран не тот маркер 
(целевой ген, влияющий на белки теплового шока). 

В ходе проведенного авторами обзора научной 
литературы установлено отсутствие публикаций, в 
которых осуществлялись исследования по оценке 
наличия/отсутствия у биоханина А и хлорогеновой 
кислоты нейропротекторной активности на модель- 
ных объектах C. elegans. Однако имеется исследова- 
ние, направленное на изучение влияния кофейной 
кислоты (хлорогеновая кислота является производ- 
ной данного соединения) на стрессоустойчивость и 
экспрессию ряда генов, в частности SOD-3 у C. ele- 
gans [55]. В данном исследовании установлено, что 
кофейная кислота (200 мкМ) положительно влияет на 
выживаемость нематод в условиях стресса, а также 
способна увеличивать экспрессию SOD-3.

В ходе литературного обзора установлено, что 
биоханин А является перспективным веществом с 
высокой антиоксидантной защитой клеток за счет  
регуляции экспрессии генов, участвующих в анти- 
оксидантной защите организма. Например, SOD-3. В 
исследовании B. Haridevamuthu и др. доказано, что  
биоханин А способен восстанавливать антиоксидант- 
ную защиту в модельном объекте – Danio rerio [56]. 
В исследовании Y. Zhou и др. показано, что биоха- 
нин А способен повышать активность внутрикле- 
точных антиоксидантных ферментов, в том числе 
SOD-3 у крыс [57]. Однако нейропротекторное дей- 
ствие данного вещества до сих пор не установлено. 
Предположительно наличие нейропротекторной 
активности за счет снижения уровня оксидантов и 
медиаторов воспаления [58]. 
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Figure 6. Effect of biologically active substances  
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Несмотря на то что в данном исследовании часть  
растворов хлорогеновой кислоты проявляла способ- 
ность влиять на экспрессию генов и сокращать чис- 
ло парализованных нематод, в научной литературе 
представлены данные, которые подтверждают нейро- 
протекторную активность данного вещества. В обзор- 
ном исследовании K. Socała и др. представлены дан- 
ные, которые доказывают способность хлорогено- 
вой кислоты повышать активность SOD-3, уменьшать 
окислительный стресс и нейровоспаление, проявлять 
антиамилоидогенное действие и ингибировать актив- 
ность фермента ацетилхолинэстеразы, участвующего 
в развитии болезни Альцгеймера на грызунах [59]. 

Выводы
В связи с увеличением количества людей пожило- 

го возраста, страдающих от болезни Альцгеймера, эф- 
фективными являются направления по поиску новых 
или совершенствованию существующих лекарств, 
профилактических средств и т. п. Правильно подоб- 
ранная диета (дополнительный систематический 
прием биологически активных добавок и функцио- 
нальных продуктов на их основе) является эффектив- 
ным средством профилактики социально значимых 
заболеваний, в частности болезни Альцгеймера. 

В данной работе изучали нейропротекторную 
активность (ингибирующее действие Aβ, влияние 
на экспрессию ряда генов) метаболитов каллусной 
культуры клевера лугового Trifolium pratense L.  
(хлорогеновой кислоты и биоханина А) на модель- 
ных объектах Caenorhabditis elegans с перспекти- 
вой их дальнейшего использования в качестве функ- 
циональных пищевых ингредиентов профилакти- 
ческой направленности. 

Для всех исследуемых растворов биоханина А  
и хлорогеновой кислоты установлено, что с увеличе- 
нием продолжительности культивирования повы- 
шается количество парализованных нематод, т. е. 
уменьшается защита от парализации. Все объекты 
исследования в концентрации 200 мкМ ингибиро- 

вали активность Aβ, влияя на паралич C. elegans 
CL4176, культивируемых в течение 18 ч при повы- 
шении температуры до 25 °С. Однако биоханин А 
проявлял высокую активность по ингибированию 
паралича в сравнение с хлорогеновой кислотой. Ре- 
зультаты по оценке влияния растворов БАВ на экс- 
прессию SOD-3 у С. elegans N2 Bristol показали, что 
биоханин А проявил более выраженное воздействие 
на экспрессию в ответ на температурный стресс. Сле- 
довательно, по данным in vivo целевые БАВ, выде- 
ленные из экстрактов каллусной культуры клевера 
лугового, можно использовать в качестве потенци- 
альных нейропротекторов. Например, в виде биоло- 
гически активных или пищевых добавок. 

Перспективными являются исследования, нап- 
равленные на оценку наличия/отсутствия влияния 
смесей данных БАВ в различном соотношении на 
наличие нейропртекторного воздействия на нема- 
тоды, с использованием дополнительных маркеров  
риска развития болезни Альцгеймера. Например, 
генов DAF-16, DAF-18, SKN-1, CTL-1, HSF-1 и SIR-2.1.  
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