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АННОТАЦИЯ
В в е д е н и е .  Болезнь Альцгеймера (БА) – одно из самых распространенных дементных расстройств с угро-
жающими темпами распространения. Значимая медико-социально-экономическая составляющая данного 
заболевания делает необходимым разработку новых средств для его лечения. При этом действие данных 
веществ может быть сосредоточено на отдельных патофизиологических механизмах заболевания, например, 
апоптозе. 
Ц е л ь .  Изучить влияние новых монокарбонильных аналогов куркумина на изменение реакции апоптоза в 
головном мозге крыс в условиях экспериментальной БА. 
М а т е р и а л ы  и  м е т о д ы .  БА моделировали у крыс-самок Wistar путем введения агрегатов β-амилоида 
(1-42) в СА1 сегмент гиппокампа. Изучаемые соединения (1Е, 4Е)-1,5-бис (3,4,5-триметоксифенил) пента-1,4-диен-
3-он (шифр AZBAX4) и (1E, 4E)-1,5-бис (2,4,6-триметоксифенил) пента-1,4-диен-3-он (шифр AZBAX6) в дозах 
20 мг/кг (перорально) каждое соединение и препарат сравнения донепезил в дозе 50 мг/кг (перорально) вводили 
на протяжении 30 дней с момента моделирования патологии, после чего у животных производили забор биомате-
риала (гиппокамп и кора больших полушарий), в котором оценивали изменение концентрации биомаркеров 
апоптоза: цитохрома С, апоптоз-индуцирующего фактора, каспазы 3 и белка PUMA. 
Р е з у л ь т а т ы .  Курсовое введение веществ AZBAX4 и AZBAX6, так же как и препарата сравнения, способ-
ствовало достоверному уменьшению концентрации проапоптотических биомаркеров, как в гиппокампе, так и в 
коре больших полушарий. При этом у животных, получавших соединение AZBAX4, по сравнению с крысами, кото-
рым вводили AZBAX6 и донепезил, концентрация биомаркеров внутреннего пути апоптоза (апоптоз-
индуцирующего фактора и цитохрома С) была достоверно (p < 0.05) ниже. 
З а к л ю ч е н и е .  Проведенное исследование показало актуальность дальнейшего изучения (1Е, 4Е)-1,5-бис 
(3,4,5-триметоксифенил) пента-1,4-диен-3-она как антиапоптотического средства, предназначенного для тера-
пии БА. 
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ВВЕДЕНИЕ
Деменция – это комплексный прогрессирую-

щий нейродегенеративный процесс, сопутствую-
щий развитию ряда когнитивных и некогнитив-
ных нарушений. Одним из самых распространен-
ных типов терминальной деменции в мире на 
сегодняшний момент считается болезнь Аль-
цгеймера (БА), которая является одной из основ-
ных проблем общественного здравоохранения во 
всем мире [1]. На данный момент насчитывается 
более 55 млн чел. с подтвержденным диагнозом 
БА, проживающих преимущественно в экономи-
чески развитых странах с высокой долей населе-
ния старческого возраста. К 2050 г. специалисты 
здравоохранения ВОЗ и Alzheimer’s Disease 

INTRODUCTION
Dementia is a complex progressive neurode-

generative disorder that accompanies the develop-
ment of a number of cognitive and non-cognitive 
impairments. Today, one of the most common 
forms of advanced dementia throughout the world 
is considered being Alzheimer’s disease (AD), 
which is a major public health problem worldwide 
[1]. Currently, there are more than 55 million peo-
ple with a confirmed diagnosis of AD, living mainly 
in developed countries with a high proportion of 
elderly population. By 2050, WHO and Alzheim-
er’s Disease International experts are expecting 
that the number of patients with this pathology 
will increase to 139 million people [2]. Besides, the 
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ABSTRACT 
I n t r o d u c t i o n .  Alzheimer’s disease (AD) is one of the most common dementia disorders with an alarming rate 
of spread. The signifi cant medical, social and economic burden of this disease makes it necessary to develop new agents for 
its treatment. In this case, the action of these agents can be focused on specifi c pathophysiological mechanisms of the dis-
ease, for example, apoptosis.
A i m .  To study the eff ect of new monocarbonyl curcumin analogues on the change in the apoptotic response in rat brain 
under  experimental AD.
M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .  AD was simulated in female Wistar rats by injecting  beta-amyloid aggregates 
(1-42) into the CA1 region of the hippocampus. The studied compounds (1E, 4E)-1,5-bis (3,4,5-trimethoxyphenyl) penta-
1,4-dien-3-one (code named AZBAX4) and (1E, 4E)-1,5-bis (2,4,6-trimethoxyphenyl) penta-1,4-dien-3-one (code  named 
AZBAX6) at doses of 20 mg/kg (orally) each compound and the reference drug, donepezil at a dose of 50 mg/kg (orally) 
were administered for 30 days from the start of pathology modeling. Thereafter,  samples of the hippocampus and cerebral 
cortex were collected from the animals for assessment of the concentration of apoptosis-related biomarkers: cytochrome c, 
apoptosis-inducing factor, caspase-3 and PUMA protein.
R e s u l t s .  The administration of AZBAX4 and AZBAX6 compounds, as well as of the reference drug, contributed to a 
signifi cant decrease in the concentration of proapoptotic biomarkers both in the hippocampus and cerebral cortex. The 
concentration of biomarkers of the intrinsic pathway of apoptosis (apoptosis-inducing factor and cytochrome c) was sig-
nifi cantly (p < 0.05) lower in animals treated with AZBAX4 compared to rats treated with AZBAX6 and donepezil.
C o n c l u s i o n .  The present study showed the relevance of further investigation of (1E, 4E)-1,5-bis (3,4,5-trime-
thoxyphenyl) penta-1,4-dien-3-one as an anti-apoptotic agent for therapy of AD.
Keywords: Alzheimer’s disease, neuroprotection, apoptosis, curcuminoids.
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International прогнозируют увеличение числа 
пациентов с данной патологией до 139 млн чел. 
[2]. Кроме высокого уровня заболеваемости за 
последние годы увеличилось число случаев 
летального исхода от БА, которая является пятой 
по распространенности причиной смертности. 
Такой показатель является характерным для 
«болезней тысячелетия», например, артериаль-
ной гипертензии, ишемической болезни сердца 
или ишемического инсульта [3]. 

Характерной чертой БА, определяющей столь 
высокие показатели заболеваемости, летально-
сти, а также сложности выбора тактик лечения, 
является комплексный патогенез, включающий 
ряд взаимосвязанных процессов [4], среди кото-
рых выделяют нейровоспаление, возникающее 
из-за высвобождения ряда определенных цито-
кинов (например ФНО-α), образование нейрофи-
бриллярных агрегатов тау-белка, внеклеточное 
отложение β-амилоида (Aβ), митохондриальную 
дисфункцию, окислительный стресс [5, 6]. В то 
же время одним из ведущих патофизиологиче-
ских механизмов, приводящих к развитию ней-
родегенерации преимущественно в коре боль-
ших полушарий и гиппокампе, является апоптоз 
[7, 8]. Апоптоз характеризуется как морфологи-
ческими, так и биохимическими изменениями, 
происходящими внутри клетки под действием 
различных стимулов. В процессе апоптоза клетка 
начинает разрушаться «изнутри» за счет дей-
ствия протеолитических ферментов – каспаз (в 
частности каспазы 3), отвечающих за реализа-
цию апоптоза [9]. Однако, помимо непосред-
ственного участия в апоптотическом процессе, 
каспазы способствуют образованию Aβ из мем-
бранного белка-предшественника амилоида и 
формированию конгломератов тау-белка, реали-
зуя тем самым многофакторное влияние на пато-
генез БА [10]. 

Активация апоптоза происходит двумя 
путями: внешним и внутренним. Внешний путь 
апоптоза активируется извне клетки и часто 
индуцируется рецепторами фактора некроза опу-
холи (TNFR), имеющими в структуре домен 
FADD, а также некоторыми транскрипционными 
факторами, например, р53-зависимым регулято-
ром апоптоза (PUMA) [11]. Внутренний путь апоп-
тоза является нерецепторно-опосредованным и 
инициируется внутриклеточными стимулами, 
связанными прежде всего с митохондриями 
клетки. Так, накопление Aβ приводит к форми-
рованию митохондриальной поры переменной 
проницаемости, что сопровождается выходом из 
митохондрий проапоптотических молекул, 

high morbidity rate, the number of deaths from 
AD, which is the fifth most common cause of death, 
has increased in recent years. Such a rate is char-
acteristic of millennium diseases, such as arterial 
hypertension, coronary artery disease or ischemic 
stroke [3]. 

The peculiarity of AD, which determines such 
high rates of morbidity, mortality, as well as the com-
plexity of the choice of a therapeutic tactics, is a mul-
tifacet pathogenesis, including several interrelated 
processes [4]: neuroinfl ammation due to the release 
of several specifi c cytokines (e.g., TNF-α), formation 
of tau-protein neurofi brillary aggregates, extracellu-
lar amyloid-beta (Aβ) deposition, mitochondrial dys-
function, and oxidative stress [5, 6]. At the same 
time, apoptosis is one of the basic pathophysiological 
mechanisms leading to the development of neurode-
generation mainly in the cerebral cortex and hippo-
campus [7, 8]. Apoptosis is characterized by both 
morphological and biochemical changes inside the 
cell under the infl uence of various stimuli. During 
apoptosis, the cell begins to disintegrate inside due 
to the action of proteolytic enzymes – caspases (in 
particular caspase-3), providing the realization of 
apoptosis [9]. However, in addition to direct partici-
pation in the apoptotic process, caspases promote 
the formation of Aβ from the cell membrane amyloid 
precursor protein and tau-protein aggregates, 
thereby infl uencing AD pathogenesis in a multifacto-
rial manner [10]. 

Apoptosis activation occurs through two path-
ways: extrinsic and intrinsic. The extrinsic pathway 
of apoptosis is activated outside the cell and is often 
induced by tumor necrosis factor receptors (TNFR), 
which have FADD domain in their structure, as well 
as by some transcription factors, such as p53-upreg-
ulated modulator of apoptosis (PUMA) [11]. The 
intrinsic apoptotic pathway is non-receptor-medi-
ated and is initiated by intracellular stimuli associ-
ated primarily with the cell’s mitochondria. Thus, Aβ 
accumulation leads to the formation of a mitochon-
drial pore of variable permeability, which is accom-
panied by release of proapoptotic molecules, such as 
cytochrome c and apoptosis-inducing factor (AIF), 
from mitochondria [12]. 

Given the neuronal death by apoptotic mecha-
nisms is an integral part of AD pathophysiology, this 
process can be corrected pharmacologically by real-
izing one of the new strategies of AD pathogenetic 
therapy – apoptosis targeting. At present, a number 
of promising compounds are being studied in this 
context: fi lgrastim, epigallocatechin gallate, cur-
cumin, nicergoline, minocycline [13]. Previous stud-
ies have demonstrated that trimethoxy-substituted 
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например цитохрома С и апоптоз-индуци-
рующего фактора (АИФ) [12]. 

Учитывая, что гибель нейронов по механиз-
мам апоптоза является неотъемлемой частью 
патофизиологии БА, данный процесс можно 
скорректировать фармакологически, реализуя 
одну из новых стратегий патогенетической тера-
пии БА – целенаправленное воздействие на апоп-
тоз. На данный момент в этом контексте изуча-
ется ряд перспективных соединений: филгра-
стим, эпигаллокатехин галлат, куркумин, ницер-
голин, миноциклин [13]. Ранее проведенные 
исследования продемонстрировали, что 
триметокси-замещенные монокарбонильные 
аналоги куркумина подавляют амилоидогенез и 
активность холинэстеразы in vitro и способ-
ствуют восстановлению митохондриальной 
функции in vivo, что делает их перспективными 
объектами для дальнейшего изучения в качестве 
средств патогенетической терапии БА [14]. Учи-
тывая предполагаемый политаргетный характер 
действия данных соединений, целесообразным 
представляется изучение влияния монокарбо-
нильных куркуминоидов на ход реакций апо-
птоза в условиях БА.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изучение влияния новых монокарбонильных 

аналогов куркумина на изменение реакции апоп-
тоза в головном мозге в условиях БА, вызванной 
введением фрагментов Аβ1-42 в гиппокамп лабо-
раторных животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Экспериментальные животные. Экспе-

риментальную модель БА воспроизводили на 50 
половозрелых крысах-самках линии Wistar, 
полученных из питомника лабораторных живот-
ных «Рапполово». Во время проведения исследо-
вания все животные содержались в помещениях 
лаборатории живых систем Пятигорского 
медико-фармацевтического института (ПМФИ) 
при контролируемых условиях окружающей 
среды: нормальном атмосферном давлении, тем-
пературе воздуха 22–24 °С, влажности воздуха 
55–75 % и 12-часовом цикле день/ночь. Опера-
тивные манипуляции выполнены под хлоралги-
дратной анестезией (внутрибрюшинное введе-
ние хлоралгидрата (PanReac AppliСhem, Испа-
ния) в дозе 350 мг/кг). Эвтаназию животных осу-
ществляли после анестезии и забора биоматери-
ала путем цервикальной дислокации. Концепция 
работы была одобрена Локальным этическим 
комитетом ПМФИ (протокол от 07.07.2023 № 8). 

monocarbonyl analogues of curcumin inhibit amy-
loidogenesis and cholinesterase activity in vitro and 
promote the restoration of mitochondrial function in 
vivo, which makes them promising objects for fur-
ther study as agents of pathogenetic therapy of AD 
[14]. Considering the supposed multitarget action of 
these compounds, it is reasonable to study the eff ect 
of monocarbonyl curcuminoids on the course of 
apoptotic response in AD.

AIM OF THE RESEARCH
Study of the eff ect of new monocarbonyl ana-

logues of curcumin on changes in the apoptotic 
response in the brain under experimental AD simu-
lated by injection of Aβ1-42 fragments into the hippo-
campus of laboratory animals.

MATERIALS AND METHODS 
Experimental animals. The experimental 

model of AD was reproduced on 50 mature female 
Wistar rats obtained from the Rappolovo labora-
tory animal nursery. During the study, all animals 
were kept in the premises of the laboratory of liv-
ing systems of the Pyatigorsk Medical and Phar-
maceutical Institute (PMPHI) under controlled 
environmental conditions: normal atmospheric 
pressure, air temperature 22–24°C, air humidity 
55–75% and 12-hour day/night cycle. Surgical 
manipulations were performed under chloral 
hydrate anesthesia (intraperitoneal injection of 
chloral hydrate (PanReac AppliChem, Spain) at a 
dose of 350 mg/kg). Animals were removed from 
the experiment after anesthesia and biomaterial 
collection via cervical dislocation. The concept of 
the study was approved by the Local Ethical Com-
mittee of PMPHI (protocol of 07.07.2023 No. 8). 
The study met the principles of EU Directive 
2010/63 and ARRIVE 2.0.

Study design. All animals were divided into 
5 groups of 10 animals each: sham-operated animals 
(SHAM) – a group of rats without pathology, nega-
tive control (NC) – a group of animals with simulated 
AD that were not treated and 3 groups of animals 
with simulated AD that received the reference drug 
and the substances studied.

The number of animals in the group was calcu-
lated according to the formula

 n = (0.05t · Sd)2 / d2,

where 0.05t – variance of diff erences between groups 
at р = 0.05;

Sd – variance of diff erences between groups;
d – mean diff erence when the expected value is 

signifi cant.
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Исследование соответствовало положениям 
Директивы ЕС 2010/63 и принципам ARRIVE 2.0. 

Дизайн исследования. При подготовке 
эксперимента все животные были разделены на 
5 групп по 10 особей: ложнооперированные 
животные (ЛО) – группа крыс без патологии, 
негативный контроль (НК) – группа животных с 
модельной патологией, которым лечебные меро-
приятия не проводились, и 3 группы животных с 
воспроизведенной БА, получавшие референтный 
препарат и исследуемые вещества. 

Количество животных в группе рассчитывали 
по формуле

 n = (0.05t · Sd)2 / d2,

где 0.05t – дисперсия межгрупповых различий 
при р = 0.05; 

Sd – дисперсия межгрупповых различий;
d – средняя разница, когда ожидаемая вели-

чина является значимой. 
Принимая, что n > 30, t = 2, Sd = 3 и d = 2, рас-

считанное значение n составляет не менее 9 осо-
бей в одной группе [15].

Введение изучаемых веществ и референта осу-
ществляли после моделирования БА на протяже-
нии 30 дней. По завершении курса лечения у 
крыс осуществляли забор биоматериала (кора 
больших полушарий и гиппокамп), в котором 
определяли концентрацию биомаркеров апо-
птоза: АИФ, активная форма каспазы 3, цито-
хром С и проапоптотический белок PUMA.

Изучаемые соединения. (1Е,4Е)-1,5-бис-
(3,4,5-триметоксифенил)пента-1,4-диен-3-он 
(шифр AZBAX4) и (1E,4E)-1,5-бис(2,4,6-триме то-
ксифенил)пента-1,4-диен-3-он (шифр AZBAX6) 
были получены на кафедре органической химии 
ПМФИ. В качестве препарата сравнения исполь-
зовали донепезил (Алзепил®, ЗАО «Фармацевти-
ческий завод Эгис», Россия). Введение анализи-
руемых веществ и референта производили через 
атравматичный пероральный зонд однократно в 
течение суток в дозах 20 мг/кг (исследуемые сое-
динения) и 50 мг/кг соответственно [14].

Экспериментальная модель БА. БА моде-
лировали путем внутригиппокампальной инъек-
ции агрегатов Aß1-42, полученных в ходе непре-
рывного перемешивания раствора Aß 1-42 в смеси 
фосфатный буфер (рН = 7.4)/диметилсульфок-
сид в соотношении 10:1. Далее крыс анестезиро-
вали, скальпировали теменную область и фикси-
ровали в стереотаксической установке. Агрегаты 
Aß1-42 вводили в конечной концентрации 
1 ммоль/л в объеме 2 мкл с применением микро-
дозатора и иглы G30 согласно следующим коор-

Assuming that n > 30, t = 2, Sd = 3 and d = 2, the 
calculated value of n is at least 9 individuals in one 
group [15].

Administration of the studied substances and the 
reference drug was carried out after simulating AD 
for 30 days. At the end of the treatment course, sam-
ples was collected from rats (cerebral cortex and hip-
pocampus), and the concentration of apoptosis bio-
markers was determined: AIF, active form of cas-
pase-3, cytochrome c and PUMA proapoptotic 
protein.

Studied compounds. (1E,4E)-1,5-bis(3,4,5-
trimethoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one (code 
named AZBAX4) and (1E,4E)-1,5-bis(2,4,6-trime-
thoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one (code named 
AZBAX6) were obtained at the Department of 
Organic Chemistry, PMPHI. Donepezil (Alzepil®, 
Pharmaceutical Plant Egis, CJSC, Russia) was 
used as a reference drug. The studied substances 
and the reference drug were administered through 
an atraumatic oral tube once a day at doses of 
20 mg/kg (test compounds) and 50 mg/kg, respec-
tively [14].

Experimental model of AD. AD was simu-
lated by intrahippocampal injection of Aß1-42 aggre-
gates obtained by continuous stirring of Aß1-42 solu-
tion in phosphate buff er (pH = 7.4)/dimethyl sulfox-
ide mixture at a ratio of 10:1. Then rats were 
anesthetized, the parietal region was scalped and 
fi xed in a stereotaxic device. Aß1-42 aggregates were 
injected at a fi nal concentration of 1 mmol/l in a vol-
ume of 2 μl using a microdosing device and a G30 
needle according to the following landmarks: antero-
posterior – 3.8 mm, medial-lateral – 2 mm, dorsal-
ventral – 2.6 mm from the bregma, which corre-
sponded to the hippocampal region CA1. The needle 
was left in the injection site for 5 min, then the tissue 
topography was restored and a wound was sutured. 
A suture was treated with a 10% povidone iodine 
solution [16, 17].

Preparation of samples for analysis. On the 
30th day of the study, the animals were decapitated, 
and then the brain was extracted and placed in a 
water bath at a temperature of 4°C. Next, the brain 
was dissected with a scalpel along the central sulcus, 
separating the hippocampus and the cerebral cortex, 
which were mechanically homogenized in a cold buf-
fer solution of a 0.1% solution of bovine serum albu-
min (Sigma-Aldrich, Germany) + 215 mmol manni-
tol (Sigma-Aldrich, Germany) + 1 mmol sodium eth-
ylene glycol tetraacetate (Sigma-Aldrich, Germany) + 
75 mmol sucrose (Sigma-Aldrich, Germany) + 
20 mmol 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesul-
fonic acid (Sigma-Aldrich, Germany) (the tissue 
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динатам: переднезадняя – 3.8 мм, меди аль но-
латеральная – 2 мм, дорсально-вентральная – 
2.6 мм от брегмы, что соответствовало региону 
СА1 гиппокампа. Иглу оставляли в месте введе-
ния 5 мин, после чего восстанавливали топогра-
фию тканей и ушивали рану. Шов обрабатывали 
10% растром повидон-йода [16, 17].

Подготовка биоматериала для анализа. 
На 30-й день исследования животных декапити-
ровали, затем извлекали головной мозг, который 
помещали на водяную баню с температурой 4 °С. 
После его иссекали скальпелем по средней 
борозде, отделяя гиппокамп и кору больших 
полушарий, которые механически гомогенизи-
ровали в холодном буферном растворе, состоя-
щем из 0.1% раствора бычьего сывороточного 
альбумина (Sigma-Aldrich, Германия) + 215 ммоль 
маннита (Sigma-Aldrich, Германия) + 1 ммоль 
этиленгликольтетраацетата натрия (Sigma-
Aldrich, Германия) + 75 ммоль сахарозы (Sigma-
Aldrich, Германия) + 20 ммоль  4-(2-гидроксиэтил)-
1-пиперазинэтансульфоновой кислоты (Sigma-
Aldrich, Германия) (соотношение масса ткани/
объем буферного раствора составляло 1:7). Полу-
ченный гомогенат затем центрифугировали при 
10 000 g в течение 15 мин. В полученном суперна-
танте методом иммуноферментного анализа оце-
нивали изменение биомаркеров апоптоза.

Оценка изменения концентрации био-
маркеров апоптоза. Концентрацию АИФ, 
каспазы 3, цитохрома С и белка PUMA в гиппо-
кампе и коре больших полушарий крыс опреде-
ляли методом твердофазного иммунофермент-
ного анализа с использованием видоспецифич-
ных наборов реактивов. Наборы для анализа 
были предоставлены Cloud-Clone Corp. (США). 
Ход анализа соответствовал рекомендациям про-
изводителя. Аналитический сигнал регистриро-
вали с применением микропланшетного ридера 
Infi nite F50 (Tecan, Австрия).

Статистический анализ. Результаты обра-
батывали методами вариационной статистики с 
применением возможностей программного ком-
плекса StatPlus 7.0 (AnalystSoft Inc., США, лицен-
зия 16887385). Полученные данные были прове-
рены на нормальность распределения согласно 
критерию Шапиро – Уилка, однородность дис-
персий определяли в тесте Левена. Для сравне-
ния групп средних применяли параметрические 
методы ANOVA с пост-тестом Тьюки и непараме-
трические методы статического анализа – тест 
Краскела – Уоллиса с пост-парным сравнением в 
тесте Данна. Отличия считались статистически 
значимыми при p < 0.05. 

weight/volume of the buff er solution ratio was 1:7). 
The obtained homogenate was then centrifuged at 
10 000 g for 15 min. The change in apoptosis bio-
markers was assessed in the obtained supernatant by 
enzyme immunoassay.

Assessment of changes in the concentra-
tion of apoptosis biomarkers. The concentra-
tion of AIF, caspase-3, cytochrome c, and PUMA 
protein in the hippocampus and cerebral cortex of 
rats was determined by the enzyme-linked immuno-
sorbent assay using species-specifi c reagent kits. The 
assay kits were provided by Cloud-Clone Corp. 
(USA). The course of the analysis corresponded to 
the manufacturer’s recommendations. The analyti-
cal signal was recorded using an Infi nite F50 micro-
plate reader (Tecan, Austria).

Statistical analysis. The results were pro-
cessed by methods of variation statistics using 
the capabilities of StatPlus 7.0 software package 
(AnalystSoft Inc., USA, license 16887385). The 
obtained data were checked for the normality of 
distribution according to the Shapiro-Wilk test, 
the equality of variances was determined in the 
Levene’s test. To compare groups of means, para-
metric the ANOVA with the Tukey’s post-hoc test 
and nonparametric the Kruskal-Wallis test fol-
lowed by Dunn’s post-hoc pairwise comparisons. 
The differences were considered statistically sig-
nificant at p < 0.05.

RESULTS
Eff ect of monocarbonyl analogues of cur-

cumin on changes in the intrinsic apoptotic 
pathway in the hippocampus of rats with AD. 
When analyzing the changes in the concentration of 
biomarkers of the intrinsic pathway of apoptosis in 
the rat hippocampus, a signifi cant decrease in the 
level of AIF was detected in the administration of 
compounds AZBAX4 (–31.1% (p < 0.05) of NC), 
AZBAX6 (–15.3% (p < 0.05) of NC) and donepezil 
(–14.5% (p < 0.05) of NC). The cytochrome c concen-
tration has also decreased when animals were 
administered AZBAX4 – by 43.5% (p < 0.05) of NC, 
AZBAX6 – by 35.6% (p < 0.05) of NC and donepe-
zil – by 34.5% (p < 0.05) of NC. The AIF and cyto-
chrome c concentration in rats treated with AZBAX4 
was lower than in animals injected with donepezil by 
19.3% (p < 0.05) and 13.8% (p < 0.05), respectively, 
and in animals treated with AZBAX6 – by 19.6% 
(p < 0.05) and 22.7% (p < 0.05), respectively. It is 
also worth noting that the AIF and cytochrome c con-
centration in the hippocampus of the NC group was 
2.6-fold (p < 0.05) and 4.9-fold (p < 0.05), respec-
tively, higher in the SHAM group (Fig. 1).
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Eff ect of monocarbonyl analogues of cur-
cumin on changes in the intrinsic apoptotic 
pathway in the cerebral cortex of rats with 
AD. In the cerebral cortex, there was an increase in 
the concentration of AIF and cytochrome c in the NC 
group by 5.4-fold (p < 0.05) and 5.7-fold (p < 0.05), 
respectively, in comparison to the SHAM group. 
When AZBAX4 was administered, AIF and cyto-
chrome c concentrations were signifi cantly lower 
than in the untreated animal by 31.8% (p < 0.05) and 
31.4% (p < 0.05), respectively. The following results 
were obtained in the group of animals receiving the 
reference drug: the levels of AIF and cytochrome c 
decreased by 31.9% (p < 005) and 31.4% (p < 0.05) 
compared to the group of untreated animals (Fig. 2), 
respectively. In the AZBAX6 administration, the AIF 
concentration decreased compared to the NC group 
by 30.3% (p < 0.05), the cytochrome c concentra-
tion – by 32.5% (p < 0.05). At the same time, the AIF 
and cytochrome c concentration in the AZBAX4 
group was signifi cantly lower than in rats of the 
donepezil group – by 30.6% (p < 0.05) and 36.2% 
(p < 0.05), respectively, and the AZBAX6 group – by 
32.2% (p < 0.05) and 35.1% (p < 0.05), respectively.

Eff ect of monocarbonyl analogues of cur-
cumin on changes in the extrinsic apoptotic 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние монокарбонильных аналогов 

куркумина на изменение реакций вну-
треннего апоптотического пути в гиппо-
кампе крыс с БА. При проведении анализа 
изменения концентрации биомаркеров внутрен-
него пути апоптоза в гиппокампе крыс было 
выявлено значимое снижение уровня AИФ на 
фоне применения соединений AZBAX4 (–31.1 % 
(p < 0.05) от НК), AZBAX6 (–15.3 % (p < 0.05) от 
НК) и донепезила (–14.5 % (p < 0.05) от НК). При 
этом концентрация цитохрома С также снизи-
лась при введении животным AZBAX4 – на 43.5 % 
(p < 0.05) от НК, AZBAX6 – на 35.6 % (p < 0.05) от 
НК и донепезила – на 34.5 % (p < 0.05) от НК. 
Содержание АИФ и цитохрома С у крыс, получав-
ших AZBAX4, было ниже такового у животных, 
которым вводили донепезил, на 19.3 % (p < 0.05) 
и 13.8 % (p < 0.05) соответственно, а также у 
животных, получавших AZBAX6, – на 19.6 % 
(p < 0.05) и 22.7 % (p < 0.05) соответственно. 
Также стоит отметить, что содержание АИФ и 
цитохрома С в гиппокампе группы НК крыс пре-
восходило показатели ЛО животных в 2.6 раза 
(p < 0.05) и 4.9 раза (p < 0.05) соответственно 
(рис. 1). 
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Рис. 1. Влияние монокарбонильных аналогов куркумина на изменение реакций внутреннего апоптотического пути 
в гиппокампе крыс с экспериментальной болезнью Альцгеймера (ЛО – ложнооперированные животные; 

НК – негативный контроль; Донепезил – группа животных, получавшая донепезил; AZBAX4 – группа животных, 
получавшая AZBAX 4; AZBAX6 – группа животных, получавшая AZBAX6; АИФ – апоптоз-индуцирующий фактор; 

* достоверно относительно ЛО крыс (ANOVA, тест Тьюки, p < 0.05); #достоверно относительно группы НК (ANOVA, 
тест Тьюки, p < 0.05); Δ достоверно относительно группы крыс, получавших AZBAX4 (ANOVA, тест Тьюки, p < 0.05) 
Fig. 1. Eff ect of monocarbonyl analogues of curcumin on changes in the intrinsic apoptotic pathway in the hippocampus 

of rats with experimental Alzheimer’s disease (SHAM – sham-operated animals; NC – negative control; Donepezil – 
group of animals receiving donepezil; AZBAX4 – group of animals receiving AZBAX 4; AZBAX6 – group of animals 

receiving AZBAX6; AIF – apoptosis-inducing factor; * signifi cantly compared with the SHAM group (ANOVA, Tukey’s test, 
p < 0.05); #signifi cantly, compared with the NC group (ANOVA, Tukey’s test, p < 0.05); Δ signifi cantly compared 

with the AZBAX4 group (ANOVA, Tukey’s test, p < 0.05)
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Влияние монокарбонильных аналогов 
куркумина на изменение реакций вну-
треннего апоптотического пути в коре 
больших полушарий крыс с БА. В коре боль-
ших полушарий головного мозга наблюдалось 
повышение концентрации АИФ и цитохрома С в 
группе НК в 5.4 раза (p < 0.05) и в 5.7 раза 
(p < 0.05), в сравнении с показателями ЛО крыс 
соответственно. При введении AZBAX4 концен-
трация AИФ и цитохрома С была достоверно 
ниже, чем в группе нелеченых животных, на 
31.8 % (p < 0.05) и 31.4 % (p < 0.05) соответ-
ственно. В группе животных, получавших рефе-
рент, были получены следующие результаты: 
уровень AИФ и цитохрома С снижался на 31.9 % 
(p < 005) и на 31.4 % (p < 0.05) относительно 
группы нелеченых животных (рис. 2) соответ-
ственно. Показатели, полученные при примене-
нии AZBAX6: концентрация АИФ снизилась по 
отношению к группе НК на 30.3 % (p < 0.05), 
цитохрома С – на 32.5 % (p < 0.05). При этом 
содержание АИФ и цитохрома С в группе живот-
ных, получавших AZBAX4, было достоверно 
ниже, чем у крыс, которым вводили донепезил – 
на 30.6 % (p < 0.05) и 36.2 % (p < 0.05) соответ-
ственно, и животных, получавших AZBAX6, – на 

pathway in the hippocampus of rats with 
AD. Based on the results of the experiment (Fig. 3), 
we have found that the levels of caspase 3 and 
PUMA in the NC group were 4.1-fold (p < 0.05) and 
5.0-fold (p < 0.05) higher, respectively, compared 
to the SHAM group. Analyzing the data obtained 
during administration of the studied substances, it 
was found that in the AZBAX4 administration the 
concentration of caspase 3 and PUMA was lower 
than in the NC group by 48.1% (p < 0.05) and 36.3% 
(p < 0.05), respectively. At the same time, in ani-
mals treated with the AZBAX6 compound, the cas-
pase 3 and PUMA protein concentration in hippo-
campal tissue decreased compared to untreated 
rats by 48.6% (p < 0.05) and 34.3% (p < 0.05), 
respectively. The donepezil administration led to a 
46.4% (p < 0.05) decrease (compared to the NC 
group) in the concentration of caspase 3 apoptosis 
biomarkers, and a 30.5% (p < 0.05) decrease 
(p < 0.05) in PUMA.

Eff ect of monocarbonyl analogues of cur-
cumin on changes in the extrinsic apoptotic 
pathway in the cerebral cortex of rats with 
AD. When analyzing changes in the concentration 
of biomarkers of the external apoptotic pathway in 
the cerebral cortex of rats with AD (Fig. 4), it was 
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Рис. 2. Влияние монокарбонильных аналогов куркумина на изменение реакций внутреннего апоптотического 
пути в коре больших полушарий крыс с экспериментальной болезнью Альцгеймера (ЛО – ложнооперированные 
животные; НК – негативный контроль; Донепезил – группа животных, получавшая донепезил; AZBAX4 – группа 
животных, получавшая AZBAX4; AZBAX6; АИФ – апоптоз-индуцирующий фактор; * достоверно относительно 
ЛО крыс (ANOVA, тест Тьюки, p < 0.05); #достоверно относительно группы НК (ANOVA, тест Тьюки, p < 0.05); 

Δ достоверно относительно группы крыс, получавших AZBAX4 (ANOVA, тест Тьюки, p < 0.05) 
Fig. 2. Eff ect of monocarbonyl analogues of curcumin on changes in the intrinsic apoptotic pathway in the cerebral 

cortex of rats with experimental Alzheimer’s disease (SHAM – sham-operated animals; NC – negative control; Donepezil 
– group of animals receiving donepezil; AZBAX4 – group of animals receiving AZBAX4; AZBAX6 – group of animals 
receiving AZBAX6; AIF – apoptosis-inducing factor; * signifi cantly compared with the SHAM group (ANOVA, Tukey’s 
test, p < 0.05); #signifi cantly, compared with the NC group (ANOVA, Tukey’s test, p < 0.05); Δ signifi cantly compared 

with the AZBAX4 group (ANOVA, Tukey’s test, p < 0.05)
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found that the level of caspase-3 and PUMA protein 
in the NC group exceeded the indicators of SHAM 
group by 10.2 times (p < 0.05) and 6.8 times 
(p < 0.05), respectively. The concentration of cas-
pase-3 in the administration of AZBAX4 and 
AZBAX6 decreased compared to the NC group by 
48.1% (p < 0.05) and by 48.6% (p < 0.05), whereas 
in the administration of donepezil, this indicator 
decreased by 46.4% (p < 0.05). The PUMA protein 
concentration in the groups of animals treated with 
AZBAX4 and AZBAX6 was 36.3% (p < 0.05) and 
34.3% (p < 0.05) lower than in the group of 
untreated rats. In the administration of the refer-
ence drug, the concentration of PUMA decreased by 
30.5% (p < 0.05) in comparison with the same indi-
cator of the NC group.

DISCUSSION
Currently, the development of approaches to the 

AD treatment, which could stop or modify the 
course of the pathologic process, is a complex medi-
cal task. At present, the issue of developing new 
multitargeted agents for pathogenetic therapy of 
AD is acute. Among such promising compounds we 
can single out a group of monocarbonyl analogues 
of curcumin or diarylpentanoids characterized by 
relatively high neuroprotective potential. Thus, 

32.2 % (p < 0.05) и 35.1 % (p < 0.05) соответ-
ственно. 

Влияние монокарбонильных аналогов 
куркумина на изменение реакций внеш-
него апоптотического пути в гиппокампе 
крыс с БА. По результатам данного экспери-
ментального блока (рис. 3) было установлено, 
что уровень каспазы 3 и PUMA в группе НК пре-
восходил показатели ЛО животных в 4.1 раза 
(p < 0.05) и в 5.0 раза (p < 0.05) соответственно. 
Анализируя данные, полученные при введении 
исследуемых веществ, было установлено, что на 
фоне применения AZBAX4 концентрация 
каспазы 3 и PUMA была ниже, чем в группе НК, 
на 48.1 % (p < 0.05) и 36.3 % (p < 0.05) соответ-
ственно. В то же время у животных, получавших 
соединение AZBAX6, содержание каспазы 3 и 
белка PUMA в ткани гиппокампа уменьшилось 
по отношению к нелеченым крысам на 48.6 % 
(p < 0.05) и 34.3 % (p < 0.05) соответственно. При-
менение донепезила приводило к снижению 
(относительно группы НК) концентрации био-
маркеров апоптоза каспазы 3 на 46.4 % (p < 0.05), 
PUMA – на 30.5 % (p < 0.05).

Влияние монокарбонильных аналогов 
куркумина на изменение реакций внеш-
него апоптотического пути в коре боль-
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Рис. 3. Влияние монокарбонильных аналогов куркумина на изменение реакций внешнего апоптотического пути 
в гиппокампе крыс с экспериментальной болезнью Альцгеймера (ЛО – ложнооперированные животные; 

НК – негативный контроль; Донепезил – группа животных, получавшая донепезил; AZBAX4 – группа животных, 
получавшая AZBAX4; AZBAX6 – группа животных, получавшая AZBAX6; * достоверно относительно ЛО крыс 

(ANOVA, тест Тьюки, p < 0.05); #достоверно относительно группы НК (ANOVA, тест Тьюки, p < 0.05)
Fig. 3. Eff ect of monocarbonyl analogues of curcumin on changes in the extrinsic apoptotic pathway in the hippocampus 

of rats with experimental Alzheimer’s disease (SHAM – sham-operated animals; NC – negative control; Donepezil – group 
of animals receiving donepezil; AZBAX4 – group of animals receiving AZBAX4; AZBAX6 – group of animals receiving 

AZBAX6; *signifi cantly compared to the SHAM group (ANOVA, Tukey’s test, p < 0.05); #signifi cantly compared to the NC 
group (ANOVA, Tukey’s test, p < 0.05)
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Hussain et al. (2021) demonstrated that some 
monocarbonyl curcuminoids have anticholinester-
ase activity both in vitro and in vivo in a model of 
AD induced by administration of scopolamine [18]. 
Our study showed that the administration of mono-
carbonyl curcuminoids code named AZBAX4 and 
AZBAX6 contributed to a decrease in the level of 
the main biomarkers of apoptosis in the cerebral 
cortex and hippocampus in rats with experimental 
AD in a sporadic manner. Such changes may refl ect 
signifi cant eff ects of the analyzed compounds on 
the course of apoptotic response, aff ecting both the 
intrinsic and extrinsic apoptotic pathway. At the 
same time, the decrease in the intensity of reactions 
of the extrinsic apoptotic pathway can be concluded 
by the decrease of the AIF and cytochrome c con-
centration, which may indirectly refl ect the previ-
ously described eff ect of the analyzed compounds 
on the functional state of cell mitochondria [14]. It 
is known that the formation of mitochondrial pro-
apoptotic molecules of AIF and cytochrome c is 
closely related to the intensity of oxidative phos-
phorylation (OXPHOS) reactions in the mitochon-
drial respiratory chain. In fact, both molecules are 
highly conserved proteins performing functions of 
oxidoreductase; whose deletion from the OXPHOS 
chain activates a series of enzymes – eff ectors of 

ших полушарий крыс с БА. При проведении 
анализа изменения концентрации биомаркеров 
внешнего апоптотического пути в коре больших 
полушарий у крыс с БА (рис. 4) было установ-
лено, что уровень каспазы 3 и белка PUMA в 
группе НК превосходил показатели ЛО живот-
ных в 10.2 раза (p < 0.05) и 6.8 раза (p < 0.05) 
соответственно. Далее продемонстрировано, что 
концентрация каспазы 3 при введении AZBAX4 и 
AZBAX6 снижалась относительно группы НК на 
48.1 % (p < 0.05) и на 48.6 % (p < 0.05), тогда как 
на фоне введения донепезила данный показатель 
уменьшился на 46.4 % (p < 0.05). Содержание 
белка PUMA в группах животных, получавших 
AZBAX4 и AZBAX6, было на 36.3 % (p < 0.05) и 
34.3 % (p < 0.05) ниже, чем в группе нелеченых 
крыс. На фоне введения референта концентра-
ция PUMA снизилась на 30.5 % (p < 0.05) в срав-
нении с аналогичным показателем группы НК.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время разработка подходов к 

лечению БА, которые могли бы остановить или 
модифицировать течение патологического про-
цесса, является сложной медицинской задачей. 
На сегодняшний момент остро стоит вопрос о 
разработке новых политаргетных средств для 

Рис. 4. Влияние монокарбонильных аналогов куркумина на изменение реакций внешнего апоптотического пути 
в коре больших полушарий крыс с экспериментальной болезнью Альцгеймера (ЛО – ложнооперированные 

животные; НК – негативный контроль; Донепезил – группа животных, получавшая донепезил; AZBAX4 – группа 
животных, получавшая AZBAX4; AZBAX6 – группа животных, получавшая AZBAX6; * достоверно относительно 
ЛО крыс (ANOVA, тест Тьюки, p < 0.05); #достоверно относительно группы НК (ANOVA, тест Тьюки, p < 0.05)

Fig. 4. Eff ect of monocarbonyl analogues of curcumin on changes in the extrinsic apoptotic pathway in the cerebral cortex 
of rats with experimental Alzheimer’s disease (SHAM – sham-operated animals; NC – negative control; Donepezil – group 

of animals receiving donepezil; AZBAX4 – group of animals receiving AZBAX4; AZBAX6 – group of animals receiving 
AZBAX6; *signifi cantly compared to the SHAM group (ANOVA, Tukey’s test, p < 0.05); #signifi cantly compared 

to the NC group (ANOVA, Tukey’s test, p < 0.05)
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apoptosis such as endonuclease G, which causes 
DNA strand breaks and cell death [19]. In addition, 
as shown by Novo et al. (2022), AIF has endonucle-
ase activity per se and can initiate DNA breaks 
without the participation of specifi c endonucleases 
[20]. At the same time, the assessment of the eff ect 
of the analyzed substances on changes in mitochon-
drial function in rats with AD showed the com-
pound AZBAX4 exhibited a more pronounced mito-
chondria-oriented eff ect than the substance 
AZBAX6 and the reference drug, donepezil [14], 
which can explain the signifi cant decrease in the 
intensity of reactions of the intrinsic apoptotic 
pathway in rats treated with AZBAX4 in relation to 
animals who received donepezil and AZBAX6.

The extrinsic pathway of apoptosis is directly 
related to the activation of TRAIL death receptors, 
followed by initiating a cascade of reactions 
PUMA → caspase-12 → caspase-3 and DNA strand 
breaks [13]. Considering that the main ligand of 
TRAIL receptors is TNF-α, the decrease in the 
intensity of caspase-dependent apoptosis under the 
action of the analyzed substances may be associated 
with a decrease in the concentration of this cyto-
kine, which was also demonstrated in earlier stud-
ies [21]. An important feature of the action of the 
monocarbonyl analogues of curcumin studied is the 
inhibition of apoptotic response both in the hippo-
campus and in cerebral cortex, which can serve as a 
predisposing factor for the restoration of cognitive 
functions [22]. 

CONCLUSION 
The study showed that the use of monocarbonyl 

analogues of curcumin AZBAX4 and AZBAX6 con-
tributes to a decrease in the intensity of apoptotic 
response in the tissue of the hippocampus and cere-
bral cortex in rats with experimental AD. In addition, 
the compound AZBAX4 possessed the most pro-
nounced antiapoptotic potential, in administration 
of which, the indicators characterizing the activity of 
the intrinsic apoptotic pathway were signifi cantly 
lower than in the administration of AZBAX6 and 
donepezil.
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preparation of the article, and read and approved the 
fi nal version before publication.
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патогенетической терапии БА. Среди таких пер-
спективных соединений можно выделить группу 
монокарбонильных аналогов куркумина или 
диарилпентаноидов, отличающихся относи-
тельно высоким нейропротекторным потенциа-
лом. Так, H. Hussain et al. (2021) продемонстри-
ровали, что некоторые монокарбонильные кур-
куминоиды обладают антихолинэстеразной 
активностью как в условиях in vitro, так и in vivo 
на модели БА, вызванной курсовым введением 
скополамина [18]. Проведенное исследование 
показало, что применение монокарбонильных 
куркуминоидов под шифрами AZBAX4 и AZBAX6 
способствовало снижению уровня основных био-
маркеров апоптоза в коре больших полушарий и 
гиппокампе у крыс с экспериментальной БА спо-
радического типа. Подобные изменения могут 
отражать значимое воздействие анализируемых 
соединений на течение реакций апоптоза, затра-
гивая при этом внутренний и внешний апоптоти-
ческий путь. При этом о снижении интенсивно-
сти реакций внутреннего пути апоптоза можно 
судить по уменьшению концентрации АИФ и 
цитохрома С, что косвенно может отражать опи-
санное ранее влияние анализируемых соедине-
ний на функциональное состояние митохондрий 
клетки [14]. Известно, что образование митохон-
дриальных проапоптотических молекул АИФ и 
цитохрома С тесно связано с интенсивностью 
реакций окислительного фосфорилирования, 
происходящих в митохондриальной дыхатель-
ной цепи. Фактически обе молекулы представ-
ляют собой высококонсервативные белки, 
выполняющие оксидоредуктазные функции, при 
делеции которых из цепи OXPHOS активируется 
ряд ферментов – эффекторов апоптоза, напри-
мер, эндонуклеаза G, вызывающая разрывы нити 
ДНК и гибель клетки [19]. Кроме того, как пока-
зали N. Novo et al. (2022), АИФ per se обладает 
эндонуклеазной активностью и может иниции-
ровать разрывы ДНК без участия специфических 
эндонуклеаз [20]. При этом, как показала оценка 
влияния анализируемых веществ на изменение 
митохондриальной функции у крыс с БА, соеди-
нение AZBAX4 проявляло более выраженное 
митохондриально-ориентированное действие, 
чем вещество AZBAX6 и референт донепезил [14], 
что может объяснить достоверное уменьшение 
интенсивности реакций внутреннего пути апо-
птоза у крыс, получавших AZBAX4, по отноше-
нию к животным, которым вводили донепезил и 
AZBAX6.

Внешний путь апоптоза непосредственно свя-
зан с активацией TRAIL –рецепторов «смерти» с 
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последующей инициацией каскада реакций 
PUMA → каспаза 12 → каспаза 3 и разрывами в 
цепи ДНК [13]. Учитывая, что основным лигандом 
рецепторов TRAIL является ФНО-α, уменьшение 
интенсивности каспаза-зависимого апоптоза под 
действием анализируемых веществ может быть 
связано с уменьшением содержания данного 
цитокина, что также было продемонстрировано в 
ранее проведенных исследованиях [21]. Важной 
особенностью действия исследуемых монокарбо-
нильных аналогов куркумина является подавле-
ние реакций апоптоза, как в гиппокампе, так и в 
коре больших полушарий, что может служить 
предрасполагающим фактором для восстановле-
ния когнитивных функций [22].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование показало, что кур-

совое применение монокарбонильных аналогов 
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