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².Â.Ëóøí³êîâà

Ôóíêö³îíàëüíà àêòèâí³ñòü íåéðîí³â ã³ïîêàìïà
â óìîâàõ êîðîòêîòðèâàëî¿ êèñíåâî-ãëþêîçíî¿
äåïðèâàö³¿ in vitro

Íåäîñòàòîê êèñëîðîäà è ãëþêîçû èíäóöèðóåò ïîâðåæäåíèå è ãèáåëü íåðâíûõ êëåòîê ÷åðåç
ìíîæåñòâåííûå êëåòî÷íûå è ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû. Ñòåïåíü ïîâðåæäåíèÿ çàâèñèò îò ñèëû
è äëèòåëüíîñòè ïàòîëîãè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ in vivo è in vitro
ïîêàçàëè, ÷òî êðàòêîâðåìåííàÿ êèñëîðîä-ãëþêîçíàÿ äåïðèâàöèÿ (ÊÃÄ) âûçûâàåò îòñðî÷åííûå âî
âðåìåíè äåñòðóêòèâíûå èçìåíåíèÿ êëåòîê. Ýòî ïîçâîëÿåò èçó÷àòü òîíêèå ìåõàíèçìû,
ó÷àñòâóþùèå â ðàçâèòèè íåéðîäåãåíåðàöèè, èíäóöèðîâàííîé ÊÃÄ, ñ öåëüþ ïîèñêà âîçìîæíîñòåé
ïðåäîòâðàùåíèÿ ïîâðåæäåíèÿ è ãèáåëè êëåòîê. Â äàííîé ðàáîòå íàìè áûëè îöåíåíû ìîðôî-
ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ êóëüòèâèðóåìûõ íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà â óñëîâèÿõ êðàòêîñðî÷íîé ÊÃÄ
è ïîñëåäóþùåé ðåîêñèãåíàöèè 1, 4 è 24 ÷. Âûÿâëåíî, ÷òî 20-ìèíóòíàÿ ÊÃÄ íå îêàçûâàåò
ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê, íî çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò àêòèâíîñòü
ìåòàáîëèçìà, êîëè÷åñòâî è àêòèâíîñòü ñèíàïñîâ â òå÷åíèå ïåðâîãî ÷àñà ïîñëå ÊÃÄ. ×åðåç 4 ÷
ôóíêöèîíàëüíûå ïîêàçàòåëè îñòàþòñÿ ïîíèæåííûìè, íî íîðìàëèçóþòüñÿ â òå÷åíèå 24 ÷.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ðàñøèðÿþò ïðåäñòàâëåíèÿ î ìåõàíèçìàõ ðàçâèòèÿ ïîâðåæäåíèÿ íåéðîíîâ
ãèïïîêàìïà â óñëîâèÿõ íåäîñòàòêà êèñëîðîäà è ãëþêîçû, à äàííàÿ ìîäåëü ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíà äëÿ òåñòèðîâàíÿ íåéðîïðîòåêòîðíûõ ñðåäñòâ.
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ÂÑÒÓÏ

Ïîðóøåííÿ êðîâîîá³ãó ìîçêó ð³çíîãî ´åíåçó
ïðèçâîäèòü äî íåñòà÷³ êèñíþ òà ãëþêîçè ³
ÿê íàñë³äîê äî óøêîäæåííÿ ³  çàãèáåë³
êë³òèí.  Åêñïåðèìåíòàëüí³  òà  êë³í³÷í³
äîñë³äæåííÿ ïîêàçàëè, ùî äåñòðóêòèâí³
çì³íè çíàõîäÿòüñÿ ó ïðÿì³é çàëåæíîñò³ â³ä
òðèâàëîñò³ ïàòîëîã³÷íîãî âïëèâó òà ìîæóòü
áóòè â³äñòðî÷åí³ [1, 2, 10, 11, 13]. Â îñíîâ³
íåéðîäåãåíåðàö³¿ êë³òèí ëåæàòü ÷èñëåíí³
çì³íè íà êë³òèííîìó òà ìîëåêóëÿðíîìó
ð³âí³. ¥ðóíòîâíå âèâ÷åííÿ òà ðîçóì³ííÿ
ïîñë³äîâíîñò³ ³ òîíêîù³â ìåõàí³çì³â öèõ
çì³í íèí³ º àêòóàëüíèì. Äëÿ äîñë³äæåííÿ
ôóíêö³îíóâàííÿ êë³òèí ìîçêó çà íîðìàëü-
íèõ óìîâ òà îñîáëèâîñòåé ðîçâèòêó ¿õ
óøêîäæåííÿ ïðè ïàòîëîã³¿, øèðîêî âèêî-
ðèñòîâóþòüñÿ êóëüòèâîâàí³ êë³òèíè. Öå
íàäàº çìîãó ñïîñòåð³ãàòè îêðåì³ íåéðîíè

òà âèâ÷àòè ì³æêë³òèíí³ âçàºìîçâ�ÿçêè,
îñê³ëüêè ïðè äîâãîòðèâàëîìó óòðèìàíí³ â
êóëüòóð³ â³äíîâëþþòüñÿ íåéðîíí³ â³äðîñòêè
³ ñèíàïòè÷í³ êîíòàêòè. Òèì÷àñîâå âèäà-
ëåííÿ ç ñåðåäîâèùà êèñíþ òà ãëþêîçè
äîçâîëÿº ìîäåëþâàòè óìîâè, ïîä³áí³ äî òèõ,
ùî âèíèêàþòü ïðè ³øåì³¿ ìîçêó. Ìåòîþ
íàøîãî äîñë³äæåííÿ áóëà îö³íêà çì³í
æèòòºçäàòíîñò³, ìåòàáîë³÷íî¿ òà ñèíàï-
òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ êóëüòèâîâàíèõ íåéðîí³â
ã³ïîêàìïà ùóð³â, çà óìîâ êîðîòêîòðèâàëî¿
êèñíåâî-ãëþêîçíî¿  äåïðèâàö³ ¿  (ÊÃÄ) ³
íàñòóïíîãî ïåð³îäó ðåîêñèãåíàö³¿.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äèñîö³éîâàíó êóëüòóðó íåéðîí³â ã³ïîêàìïà
îòðèìóâàëè ç íîâîíàðîäæåíèõ ùóð³â çà
ìåòîäîì îïèñàíèì Maar ç ñï³âàâò. [14].
Òêàíèíó ã³ïîêàìïà ïîäð³áíþâàëè, òðèï-
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ñèí³çóâàëè (10 õâ), ðåñóñïåíäóâàëè ïàñòå-
ðîâñüêîþ ï³ïåòêîþ òà â³äîêðåìëþâàëè â³ä
çðóéíîâàíèõ êë³òèí çà äîïîìîãîþ öåíòðè-
ôóãóâàííÿ (200 g) ó ðîç÷èí³ Êðåáñà ç 20
ììîëü Hepes òà 0,3 % áè÷à÷èì ñèâîðîòî÷-
íèì àëüáóì³íîì. Êë³òèíè íàíîñèëè íà
îáðîáëåí³ ïîë³-L-ë³çèíîì 8-ëóíêîâ³ ïëàí-
øåòè ç³ ñêëÿíèì àáî ïëàñòèêîâèì äíîì
(20000 êë³òèí/ñì2) ³ êóëüòèâóâàëè ïðè 37°C
â àòìîñôåð³ ç 5 % CO

2
. Ñåðåäîâèùå êóëüòè-

âóâàííÿ ì³ñòèëî: DMEM, 2 % B27, HEPES �
20 ììîëü/ë, Glumax � 0,5 ììîëü/ë, ïåí³-
öèë³í/ñòðåïòîì³öèí � 100/100 îä.  (âñ³
ñêëàäîâ³ â³ä Invitrogen, �Sigma�, ÑØÀ).
Ñåðåäîâèùå êóëüòèâóâàííÿ çì³íþâàëè íà 2-
ãó äîáó ³íêóáàö³¿ òà äàë³ äâ³÷³ íà òèæäåíü.
Ïðîòÿãîì 12 ä³á íåéðîíè â êóëüòóð³ ñòàá³-
ë³çóâàëèñÿ, ôîðìóâàëè â³äðîñòêè òà óòâîðþ-
âàëè ñèíàïòè÷í³ çâ�ÿçêè ì³æ ñîáîþ (ðèñ. 1, à).

Íàäàë³ ïðîâîäèëè 20-õâèëèííó ÊÃÄ
óòðèìàííÿì êóëüòóð ï³ä òîíêèì øàðîì áåç-
êèñíåâîãî òà áåçãëþêîçíîãî ñîëüîâîãî áó-
ôåðà (0,1 Ì ÐÂS, HEPES � 20 ììîëü/ë,
ñàõàðîçà � 15 ììîëü/ë) ó çàêðèò³é òåðìîñòà-
òîâàí³é êàìåð³ (+35îÑ), êèñåíü â ãàçîâîìó
ñåðåäîâèù³ áóâ çàì³íåíèé íà àçîò. Ï³ñëÿ
öüîãî êóëüòóðè ïîâåðòàëè äî íîðìàëüíèõ
óìîâ òà ïðîâîäèëè òåñòóâàííÿ ÷åðåç 1, 4 ³
24 ãîä (ïåð³îä íîðìîêñè÷íî¿ ðåîêñèãåíàö³¿).
Êîíòðîëüí³ êóëüòóðè óòðèìóâàëè 20 õâ ïðè
+35îÑ ó ñîëüîâîìó ñåðåäîâèù³ òàêîãî
ñêëàäó (ììîëü/ë): NaCl � 124, KCl � 1,6,
CaCl

2
 � 2,5, MgCl

2
 � 1,5, NaHCO

3
 � 24,

KH
2
PO

4
, � 1,2, àñêîðá³íîâî¿ êèñëîòè � 2,

ãëþêîçè � 10.
Ìîðôîôóíêö³îíàëüí³ çì³íè àíàë³çóâàëè

çà äîïîìîãîþ ôëóîðåñöåíòíèõ áàðâíèê³â
(Õåõñò 33342, éîäèä ïðîï³ä³óìó, FM1-43),
ïðîâåäåííÿ MTS-òåñòó ([3-(4,5-äèìåòèëò³à-
çîë-2-³ë)-5-(3-êàðáîêñèìåòîêñèôåí³ë)-2-(4-
ñóëüôîôåí³ë)-2H-òåòðàçîë³óì]) òà ³ìóíîã³ñ-
òîõ³ì³÷íîãî âèÿâëåííÿ á³ëê³â, àñîö³éîâàíèõ
ç â³äðîñòêàìè íåéðîí³â (GAP-43 � â³ä àíãë.
growth associated protein) ³ ñèíàïòè÷íèìè
òåðì³íàëÿìè (ñèíàïòîô³çèí).

Õåõñò 33342 ³ éîäèä ïðîï³ä³óìó (�Sig-

ma�, ÑØÀ), ÿê³ çâ�ÿçóþ÷èñü ç ÄÍÊ íàáó-
âàþòü çåëåíîãî ³ ÷åðâîíîãî êîëüîðó â³äïî-
â³äíî âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ îö³íêè ñòàíó
ÿäåð íåéðîí³â ³ ö³ë³ñíîñò³ ¿õ ìåìáðàí. Õåõñò
33342 â³ëüíî ïðîõîäèòü ÷åðåç ïëàçìàòè÷íó
ìåìáðàíó êë³òèí, à éîäèä ïðîï³ä³óìó ëèøå
ó ðàç³ ¿¿ ïîøêîäæåííÿ, òîáòî Õåõñò 33342
äàº çìîãó â³çóàë³çóâàòè ÿäðà âñ³õ êë³òèí ó
êóëüòóð³,  à  éîäèä ïðîï³ä³óìó � ò³ëüêè
êë³òèí ç óøêîäæåíîþ ìåìáðàíîþ. Êóëüòóðè
³íêóáóâàëè 10 õâ ç áàðâíèêàìè Õåõñò 33342
òà éîäèä ïðîï³ä³óìó ó ê³íöåâ³é êîíöåíòðàö³¿
2 ìêìîëü/ë, ÿê³ äîäàâàëè äî êóëüòóðàëüíîãî
ñåðåäîâèùà íà 10�30 õâ. Çàæèòòºâî ñïîñòå-
ð³ãàëè íàÿâí³ñòü ÷è â³äñóòí³ñòü çàáàðâëåííÿ
êë³òèí (çá³ëüøåííÿ � ó 200 êðàò, ñåëåêòèâí³
ô³ëüòðè � 500�560 íì äëÿ Õåõñò 33342 òà
600�640  íì äëÿ  éîäèäó  ïðîï³ä ³óìó) .
Ïðîâåäåíî 3 åêñïåðèìåíòè, ïðîàíàë³çîâàíî
ùîíàéìåíø 100 íåéðîí³â íà 20 ïîëÿõ çîðó
ó êîæí³é ç 4 åêñïåðèìåíòàëüíèõ ãðóï.
Ðåçóëüòàòè ïðåäñòàâëåí³ ÿê â³äñîòêîâå ñï³â-
â³äíîøåííÿ óøêîäæåíèõ ³ íåóøêîäæåíèõ
íåéðîí³â.

MTS/ôîðìàçàíîâèé òåñò (�Promega�,
Í³ìå÷÷èíà) âèÿâëÿº ìåòàáîë³÷íî àêòèâí³
êë³òèíè, îñê³ëüêè æîâòèé òåòðàçîë³é MTS
â³äíîâëþºòüñÿ äî ïóðïóðíîãî âîäîðîç-
÷èííîãî ôîðìàçàíîâîãî ïðîäóêòó çà ðàõó-
íîê àêòèâíîñò³ ì³òîõîíäð³àëüíèõ ôåðìåíò³â.
Äëÿ  ïðîâåäåííÿ  MTS-òå ñòó  êóëüòóðè
â³äìèâàëè ô³ç³îëîã³÷íèì ôîñôàòíî-ñîëüî-
âèì ðîç÷èíîì (HBSS, �Sigma�, ÑØÀ),
³íêóáóâàëè ç  MTS-ðåàêòèâîì (40 ìêë/
200 ìêë)  ïðîòÿãîì 40  õâ  ïðè 37 îÑ òà
êîëîðèìåòðè÷íî âèçíà÷åíà îïòè÷íó ãóñòè-
íó ðîç÷èíó ïðè äîâæèí³ õâèë³ 450 íì.
Ê³ëüê³ñòü ôîðìàçàíîâîãî ïðîäóêòó ïðÿìî
ïðîïîðö³éíà ê³ëüêîñò³ àêòèâíèõ êë³òèí.
Ðåçóëüòàòè âèðàæàëè ó â³äñîòêàõ â³äíîñíî
êîíòðîëþ. Ïðîâåäåíî 5 åêñïåðèìåíò³â,
ïðîàíàë³çîâàíî ùîíàéìåíø 10 ã³ïîêàì-
ïàëüíèõ êóëüòóð ç ³äåíòè÷íîþ ù³ëüí³ñòþ
íåéðîí³â ó âñ³õ åêñïåðèìåíòàëüíèõ ãðóïàõ
äëÿ êîæíîãî åêñïåðèìåíòó.

Ñèíàïòè÷íó àêòèâí³ñòü ã³ïîêàìïàëüíèõ

².Â.Ëóøí³êîâà
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íåéðîí³â in vitro îö³íþâàëè íà ï³äñòàâ³
âèì³ðþâàííÿ øâèäêî ñò³  çíåáàðâëåííÿ
ôëóîðåñöåíòíîãî áàðâíèêà FM1-43 (�Mo-
lecular Probes�, ÑØÀ). Â³äîìî, ùî FM1-43
îáåðíåíî çâ�ÿçóºòüñÿ ç ïðåñèíàïòè÷íîþ
ìåìáðàíîþ òà ï³ä ÷àñ äåïîëÿðèçàö³¿ çà äî-
ïîìîãîþ åíäîöèòîçó ïîãëèíàºòüñÿ ñèíàï-
òè÷íèìè âåçèêóëàìè [6]. Ï³ñëÿ â³äìèâàííÿ
êóëüòóð, íàñòóïíî¿ äåïîëÿðèçàö³¿ ìåìáðàíè
íåéðîíà òà âèâ³ëüíåííÿ âì³ñòó ñèíàï-
òè÷íèõ âåçèêóë, FM1-43 âòðà÷àº ôëóîðåñ-
öåíö³þ. Øâèäê³ñòü öüîãî çíåáàðâëåííÿ
õàðàêòåðèçóº ïðåñèíàïòè÷íó àêòèâí³ñòü òà
ìîæå áóòè ê³ëüê³ñíî âèì³ðÿíà. Çàâàíòà-
æåííÿ áàðâíèêîì çä³éñíþâàëè ïîñèëåííÿì
ñïîíòàííîãî åíäîöèòîçó çà äîïîìîãîþ
ã³ïåðêàë³ºâî¿ äåïîëÿðèçàö³¿ (70 ììîëü/ë
KCl, 90 ñ) çà íàÿâíîñò³ 10 ìêìîëü/ë FM1-
43. Äàë³ êóëüòóðè â³äìèâàëè ðîç÷èíîì
HBSS ç 1 ììîëü/ë Ñà2+ âïðîäîâæ 10 õâ.
FM1-43 ôëóîðåñöåíö³þ ñïîñòåð³ãàëè ïðè
çá³ëüøåíí³ ó 400 êðàò (ñåëåêòèâíèé ô³ëüòð �
500�560 íì) ³ ô³êñóâàëè çîáðàæåííÿ, âè-
êîðèñòîâóþ÷è öèôðîâó êàìåðó ç�ºäíàíó ç
êîìï�þòåðîì. Ïðîâîäèëè ïîâòîðíó ã³ïåð-
êàë³ºâó äåïîëÿðèçàö³þ òà ÷åðåç  120 ñ
ô³êñóâàëè çîáðàæåííÿ òîãî ñàìîãî ïîëÿ
çîðó â³äðîñòê³â êóëüòèâîâàíèõ íåéðîí³â.
Çì³íà ³íòåíñèâíîñò³  ôëóîðåñöåíö³ ¿  çà
ô³êñîâàíèé ÷àñ â³äïîâ³äàº ïåâí³é øâèäêîñò³
çíåáàðâëåííÿ. Ðåçóëüòàòè îö³íþâàëè çà
äîïîìîãîþ ïðîãðàìè AM Lab HESPERUS v
3,0 beta (�ËÏÌ�, Ðîñ³ÿ). Ïðåäñòàâëåí³ ðå-
çóëüòàòè º ï³äñóìêîì àíàë³çó ùîíàéìåíø 100
ñèíàïñ³â íà êîæíó åêñïåðèìåíòàëüíó ãðóïó.

Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ íåéðîí³â ³ ñèíàïñ³â
âèêîðèñòîâóâàëè ïîäâ³éíå ³ìóíîã³ñòîõ³ì³-
÷íå çàáàðâëåííÿ GAP-43 ³ ñèíàïòîô³çèíó,
á³ëê³â, ùî åêñïðåñóþòüñÿ ó â³äðîñòêàõ íåé-
ðîí³â òà ñèíàïòè÷íèõ òåðì³íàëÿõ, â³äïî-
â³äíî [17, 19]. Êóëüòóðè ô³êñóâàëè 4 %-ì
ðîç÷èíîì ôîðìàëüäåã³äó ïðîòÿãîì 1 ãîä,
â³äìèâàëè ÐBS, îáðîáëÿëè 10 %-ì ðîç÷è-
íîì íîðìàëüíî¿ êîçÿ÷î¿ ñèðîâàòêè ç äîäà-
âàííÿì 0,3 % Triton-X-100 (1 ãîä) äëÿ çàïî-
á³ãàííÿ çàéâîãî íåñïåöèô³÷íîãî çâ�ÿçóâàí-

íÿ àíòèò³ë. Ïðîòÿãîì 24 ãîä ³íêóáóâàëè ó
ñóì³ø³ êðîëÿ÷èõ ïîë³êëîíàëüíèõ àíòè-GAP-
43 (1:500, �Chemicon�, Àíãë³ÿ) òà ìîíîêëî-
íàëüíèõ àíòèñèíàïòîô³çèíîâ³  àíòèò³ë
(1:1000, �Dako�, Äàí³ÿ). Ï³ñëÿ â³äìèâàííÿ
ÐBS, êóëüòóðè îáðîáëÿëè ñóì³øøþ âòîðèí-
íèõ àíòèêðîëÿ÷èõ FITC-êîí�þãîâàíèõ
(çåëåíèé êîë³ð) òà àíòèìèøèíèõ TRITC-
êîí�þãîâàíèõ (÷åðâîíèé êîë³ð) àíòèò³ë 1
ãîä (1:500, �Molecular Probes�, ÑØÀ). Ï³ñëÿ
â³äìèâàííÿ ÐBS, ïëàñòèêîâå äíî 8-ëóíêî-
âîãî ïëàíøåòó â³äîêðåìëþâàëè, êóëüòóðè
ô³êñóâàëè ïîêð³âíèì ñêëîì ó ñïåö³àëüíîìó
ñåðåäîâèù³ äëÿ ôëóîðåñöåíòíèõ ïðåïàðàò³â
(�Dako�, Äàí³ÿ). Ôëóîðåñöåíö³þ â³çóàë³-
çóâàëè ïðè çá³ëüøåíí³ ó 400 êðàò, îòðèìó-
âàëè äâà öèôðîâèõ çîáðàæåííÿ îäíîãî ïîëÿ
çîðó, âèêîðèñòîâóþ÷è ïîñë³äîâí³ ñåëåê-
òèâí³ ô³ëüòðè (500�560 íì äëÿ FITC, 600�
640 íì äëÿ TRITC). Ï³äðàõîâóâàëè ê³ëüê³ñòü
ñèíàïòîô³çèíïîçèòèâíèõ çîí íà îäèíèöþ
äîâæèíè íåéðîííîãî â³äðîñòêà, ðåçóëüòàòè
âèðàæàëè ÿê ê³ëüê³ñòü òî÷îê íà 1 ìì.
Ïðåäñòàâëåí³  ðåçóëüòàòè º  ï ³äñóìêîì
àíàë³çó ùîíàéìåíø 30 â³äðîñòê³â äîâæè-
íîþ áëèçüêî 100 ìêì íà êîæíó åêñïåðèìåí-
òàëüíó ãðóïó.

Îïòè÷í³ äîñë³äæåííÿ ïðîâîäèëè çà
äîïîìîãîþ ôëóîðåñöåíòíîãî ì³êðîñêîïó
ÕSP-139À-ÒÐ (Êèòàé) ç öèôðîâîþ ôîòîêà-
ìåðîþ Canon Power Short G-6, ç�ºäíàíîþ ç
êîìï�þòåðîì.

Ñòàòèñòè÷íèé àíàë³ç áóëî çä³éñíåíî ç
âèêîðèñòàííÿì ïðîãðàìè Statistica âåðñ³ÿ 5
(�StatSoft�, ÑØÀ). Ðåçóëüòàòè ïðåäñòàâëåí³
ÿê ñåðåäíº ± ñòàíäàðòíà ïîõèáêà ñåðåäíüî-
ãî. Âèá³ðêè ïîð³âíþâàëè, âèêîðèñòîâóþ÷è
êðèòåð³é t Ñòüþäåíòà. Äîñòîâ³ðíèìè ââà-
æàëè  ðîçá ³æíîñò ³  ïðè  Ð<0 ,05 ,  ÿê ³  íà
ðèñóíêàõ ïîçíà÷åíî �*�.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ̄ Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ã³ïîêàìï º îäíèì ç íàéá³ëüø ÷óòëèâèõ äî
íåñòà÷³ êèñíþ òà ãëþêîçè ñòðóêòóð ìîçêó,
òîìó êóëüòèâîâàí³ êë³òèíè ã³ïîêàìïà ñòàëè
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îá�ºêòîì íàøîãî äîñë³äæåííÿ [1, 11]. Ï³ñëÿ
12 ä³á êóëüòèâóâàííÿ íåéðîíè ã³ïîêàìïà
â³äíîâëþâàëè ñâî¿ â³äðîñòêè ³ ñèíàïòè÷í³
êîíòàêòè (ðèñ. 1, à), ñòàâàëè æèòòºçäàò-
íèìè òà ôóíêö³îíàëüíî àêòèâíèìè. Çàáàðâ-
ëåííÿ ³íòàêòíèõ êóëüòóð áàðâíèêîì Õåõñò
33342 ïîêàçàëî, ùî êë³òèíè ðîçòàøîâàí³
ð³âíîì³ðíî ³ ìàþòü íîðìàëüí³ íåóøêîäæåí³
ÿäðà (ðèñ. 1,  á).  Âèêîðèñòàííÿ éîäèäó
ïðîï³ä³óìó â öèõ óìîâàõ ïðàêòè÷íî íå
âèÿâëÿëî çàáàðâëåíèõ íåéðîí³â, ùî ñâ³ä-
÷èòü ïðî ñòàá³ëüí³ñòü ³  âèñîêó æèòòº-
çäàòí³ñòü êóëüòèâîâàíèõ êë³òèí (ðèñ. 1, â, ã).
Çà íîðìàëüíèõ óìîâ ê³ëüê³ñòü çàáàðâëåíèõ
éîäèäîì ïðîï³ä³óìîìó êë³òèí ç êîíäåíñî-
âàíèìè ÿäðàìè ñòàíîâèëà 4,4 % ± 1,6 %.

Ï³ñëÿ êîðîòêîòðèâàëî¿ (20 õâ) ÊÃÄ ö³ ïîêàç-
íèêè íå ìàëè ñòàòèñòè÷íî äîñòîâ³ðíèõ
â³äì³ííîñòåé â³ä êîíòðîëþ ³ ñòàíîâèëè 7,3 ±
1,9; 7,9 ± 1,9 òà 6,5 % ± 1,7 % â³ä çàãàëüíî¿
ê³ëüêîñò³ êë³òèí ÷åðåç 1, 4 ³ 24 ãîä ï³ñëÿ ÊÃÄ
â³äïîâ³äíî. Âèõîäÿ÷è ç öüîãî ìîæíà ñêàçàòè,
ùî â óìîâàõ íàøîãî åêñïåðèìåíòó íå
âèÿâëÿºòüñÿ çíà÷íèõ íåéðîäåãåíåðàòèâíèõ
çì³í, òîáòî ï³ñëÿ 20-õâèëèííî¿ ÊÃÄ êë³òèíè
çäàòí³ ï³äòðèìóâàòè ñâîþ æèòòºçäàòí³ñòü.

Ïðîòå îö³íêà çàãàëüíî¿ ìåòàáîë³÷íî¿
àêòèâíîñò³ çà äîïîìîãîþ MTS-òåñòó, âèÿâèëà
çíà÷íå óïîâ³ëüíåííÿ ìåòàáîë³çìó ÷åðåç 1 òà
4 ãîä ï³ñëÿ ÊÃÄ (ðèñ. 2). Ó 24-ãîäèííèé
òåðì³í öåé ïîêàçíèê çíà÷íîþ ì³ðîþ â³äíîâ-
ëþâàâñÿ.

Ðèñ. 1. Æèòòºçäàòí³ñòü êóëüòèâîâàíèõ íåéðîí³â ã³ïîêàìïà ï³ñëÿ 20 õâèëèííî¿ êèñíåâî-ãëþêîçíî¿ äåïðèâàö³¿ â óìîâàõ
ïîäâ³éíîãî îäíî÷àñíîãî ïðèæèòòºâîãî çàáàðâëåííÿ Õåõñòîì 33342 òà éîäèäîì ïðîï³ä³óìó: à � ôàçîâî-êîíòðàñíå
çîáðàæåííÿ, á � çîáðàæåííÿ íåéðîí³â, çàáàðâëåíèõ Õåõñòîì 33342, â � çàáàðâëåííÿ éîäèäîì ïðîï³ä³óìîìó (à, á, â �
îäíå ïîëå çîðó), ã � ä³àãðàìà, ùî â³äîáðàæàº ê³ëüê³ñòü æèâèõ ³ ìåðòâèõ íåéðîí³â ó ã³ïîêàìïàëüí³é êóëüòóð³ (1 �
êîíòðîëü, 2, 3, 4 � 1, 4 òà 24 ãîä ï³ñëÿ 20 õâèëèííî¿ êèñíåâî-ãëþêîçíî¿ äåïðèâàö³¿, â³äïîâ³äíî)
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Àíàë³ç àêòèâíîñò³ òà ê³ëüêîñò³ ñèíàïñ³â
òàêîæ ïðîäåìîíñòðóâàâ íàÿâí³ñòü çíà÷íèõ
çì³í íà ð³âí³ íåéðîíàëüíèõ êîíòàêò³â, ÿê³
êîðåëþâàëè ó ÷àñ³ ç³ çì³íàìè çàãàëüíî¿
ìåòàáîë³÷íî¿ àêòèâíîñò³ êë³òèí. Ñèíàï-
òè÷íó àêòèâí³ñòü âèçíà÷àëè, âèì³ðþþ÷è
øâèäê³ñòü çíåáàðâëåííÿ FM1-43 [6]. Íà
ðèñ. 3, à, á âèäíî çàãàëüíó êàðòèíó çì³íè
ÿñêðàâîñò³ çàáàðâëåííÿ FM1-43 ó çîíàõ
ñèíàïñ³â ïðîòÿãîì ô³êñîâàíîãî ïåð³îäó
÷àñó (120 ñ) ó ðåçóëüòàò³ ã³ïåðêàë³ºâî¿
äåïîëÿðèçàö³¿ íåéðîí³â. ×èì á³ëüøå ð³çíèöÿ
ì³æ ³íòåíñèâí³ñòþ ôëóîðåñöåíö³¿ ñèíàï-
òè÷íèõ êîíòàêò³â ï³ñëÿ äåïîëÿðèçàö³¿, òèì
âèùà àêòèâí³ñòü ñèíàïñ³â. Ó íàøèõ åêñïå-
ðèìåíòàõ âèÿâëåíî, ùî ÷åðåç 1 ãîäèíó ï³ñëÿ
ÊÃÄ àêòèâí³ñòü ñèíàïòè÷íîãî åêçîöèòîçó
ñóòòºâî çìåíøóþòüñÿ (äèâ. ðèñ. 3, â), ùî
ñâ³ä÷èòü ïðî äåñòðóêòèâíèé âïëèâ êîðîòêî-
òðèâàëî¿ ÊÃÄ íà êóëüòèâîâàí³ ã³ïîêàìïàëüí³
íåéðîíè. ×åðåç 4 ãîä öåé ïîêàçíèê çàëè-
øàâñÿ çíèæåíèì ³ ò³ëüêè íà 24-é ãîäèí³
íîðìàë³çóâàâñÿ òà ñòàòèñòè÷íî íå â³äð³ç-
íÿâñÿ â³ä êîíòðîëþ.

Çà äîïîìîãîþ ïîäâ³éíîãî ³ìóíîã³ñòî-
õ³ì³÷íîãî çàáàðâëåííÿ á³ëê³â GAP-43 ³
ñèíàïòîô³çèíó [17, 19] îö³íþâàëè ê³ëüê³ñòü
ñèíàïñ³â íà îäèíèöþ äîâæèíè â³äðîñòêà
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Ðèñ. 2. Çì³íè ìåòàáîë³÷íî¿ àêòèâíîñò³ êóëüòèâîâàíèõ
êë³òèí ã³ïîêàìïà: 1 � êîíòðîëü, 2, 3, 4 � 1, 4 òà 24 ãîä
ï³ñëÿ êèñíåâî-ãëþêîçíî¿ äåïðèâàö³¿ â³äïîâ³äíî
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Ðèñ. 3. Ñèíàïòè÷íà àêòèâíîñòü êóëüòèâîâàíèõ íåéðîí³â
ã³ïîêàìïà: à, á �  ³ëþñòðàö³ÿ çì³íè ³íòåíñèâíîñò³
ôëóîðåñöåíö³¿ ñèíàïñ³â, çàáàðâëåíèõ FM1-43 ï³ñëÿ
äåïîëÿðèçàö³¿ (îäíå ïîëå çîðó), â � ä³àãðàìà çì³í
øâèäêîñò³ åêçîöèòîçó (1 � êîíòðîëü, 2, 3, 4 � 1, 4 òà 24
ãîä ï³ñëÿ 20 õâèëèííî¿ êèñíåâî-ãëþêîçíî¿ äåïðèâàö³¿,
â³äïîâ³äíî). Âèíåñåíà âñòàâêà íà ðèñ. à, á � çá³ëüøåíèé
ôðàãìåíò ñèíàïòè÷íî¿ çîíè, çàáàðâëåíî¿ FM1-43

1 2 3 4
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íåéðîíà â íîðìàëüíèõ óìîâàõ ³ ï³ñëÿ ÊÃÄ.
Âèêîðèñòàííÿ â íàøèõ åêñïåðèìåíòàõ
ìàðêåðà â³äðîñòê³â íåéðîí³â GAP-43 äàâàëî
çìîãó â³çóàë³çóâàòè ó êóëüòóð³ ÷³òêó íåéðîí-
íó ìåðåæó (ðèñ. 4, à), ÿêà áóëà ð³âíîì³ðíî
ðîçïîä³ëåíà ÿê ó êîíòðîëüíèõ êóëüòóðàõ,
òàê ³ â óìîâàõ ÊÃÄ ³ ïîäàëüøî¿ ðåîêñè-
ãåíàö³¿. ²ìóíîöèòîõ³ì³÷íå äîñë³äæåííÿ ó
êóëüòèâîâàíèõ íåéðîíàõ á³ëêà ïðåñèíàï-
òè÷íèõ òåðì³íàëåé ñèíàïòîô³çèíó, äîçâî-
ëèëî îö³íèòè ù³ëüí³ñòü ñèíàïñ³â ó ã³ïîêàì-
ïàëüí³é êóëüòóð³ (ðèñ.  4,  á)  ³  âèÿâèëî
ñóòòºâå çíèæåííÿ öüîãî ïîêàçíèêà â óìîâàõ
ÊÃÄ. Ó êîíòðîë³ ê³ëüê³ñòü ñèíàïñ³â ñòàíî-
âèëà: 247,8 îä./ìì ± 7,9 îä./ìì, à ÷åðåç 1
ãîä ï³ñëÿ ÊÃÄ � 152,6 îä./ìì ± 6,6 îä./ìì
(äèâ. ðèñ. 4, â).

Âèõîäÿ÷è ç  îòðèìàíèõ ðåçóëüòàò³â,
ìîæíà ñêàçàòè, ùî ïðåäñòàâëåíà ìîäåëü
³øåì³÷íîãî óøêîäæåíí³ ìàº äîâîë³ ùàäíèé
õàðàêòåð, äàº ìîæëèâ³ñòü âèÿâèòè ïî÷àò-
êîâ³ äåñòðóêòèâí³ çì³íè, ÿê³ ìîæóòü áóòè
ïåðøîïðè÷èíîþ ïîäàëüøî¿ íåéðîäåãåíå-
ðàö³¿ êë³òèí. Çîêðåìà, âèÿâëåíî, ùî ÷åðåç
1 ³ 4 ãîä ï³ñëÿ 20-õâèëèííî¿ ÊÃÄ çíà÷íîþ
ì³ðîþ ïðîÿâëÿºòüñÿ çíèæåííÿ  ìåòàáîë³÷íî¿
àêòèâíîñò³, ê³ëüêîñò³ òà àêòèâíîñò³ ñèíàï-
ñ³â ó íåéðîíàõ â óìîâàõ êóëüòèâóâàííÿ.
Ï³ñëÿ 24 ãîä ôóíêö³îíàëüí³ ïîêàçíèêè, ùî
âèâ÷àëèñÿ � íîðìàë³çóâàëèñÿ.

Â³äîìî, ùî â îñíîâ³ ïðîöåñ³â íåéðîäå-
ãåíåðàö³¿ ëåæàòü çì³íè íà êë³òèííîìó ³
ìîëåêóëÿðíîìó ð³âí³. Â³äíîñíî íåéðîí³â
öå, â îñíîâíîìó, ïîâ�ÿçàíî ç ïîðóøåííÿìè
ó âçàºìîä³¿ êë³òèí, ÿêå â³äáóâàºòüñÿ çäåá³ëü-
øîãî çà äîïîìîãîþ õ³ì³÷íèõ ñèíàïñ³â. Ïðè
öüîìó, ó ïåðåíåñåíí³ ñèãíàëó â³ä êë³òèíè
äî êë³òèíè âåëèêó ðîëü â³ä³ãðàþòü åêçî- òà
åíäîöèòîç ñèíàïòè÷íèõ âåçèêóë [20, 21].
Çãàäàí³ âëàñòèâîñò³ íåéðîí³â âèêîðèñ-
òîâóþòüñÿ äëÿ îö³íêè åôåêòèâíîñò³ ñèíàï-
ñ³â çà äîïîìîãîþ ìåòîäó çàáàðâëåííÿ FM1-
43 [6]. Çì³íè àêòèâíîñò³ õ³ì³÷íèõ ñèíàïñ³â
çóìîâëåí³ ñêëàäíèìè ìîðôîëîã³÷íèìè ³
ìîëåêóëÿðíèìè ïåðåáóäîâàìè, ùî çàáåçïå-
÷óþòüñÿ ÷èñëåííèìè á³ëêàìè, òàêèìè ÿê

Ðèñ. 4. ²ìóíîöèòîõ³ì³÷íå çàáàðâëåííÿ êóëüòèâîâàíèõ
íåéðîí³â ã³ïîêàìïà: à � çîáðàæåííÿ â³äðîñòê³â íåéðîí³â,
çàáàðâëåíèõ çà äîïîìîãîþ àíòè-GAP-43 àíòèò³ë, á �
çàáàðâëåííÿ ñèíàïñ³â çà äîïîìîãîþ àíòèò³ë äî
ñèíàïòîô³çèíó (à, á � îäíå ïîëå çîðó), â � ä³àãðàìà çì³í
ù³ëüíîñò³ ñèíàïñ³â ï³ñëÿ 20 õâèëèííî¿ êèñíåâî-ãëþêîçíî¿
äåïðèâàö³¿ (1 � êîíòðîëü, 2 � 1 ãîä ï³ñëÿ âïëèâó)
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ñèíàïòîáðåâ³í, ñèíïòîòàãì³í, ñèíàïñèíè,
SNAP-25 (â³ä àíãë. synaptosomal associated
protein) [3, 5, 7, 9]. Âàæëèâå ðåãóëÿòîðíå
çíà÷åííÿ ìàþòü rab3, mint1 i mant2, BDNF
(â³ä àíãë. brain-derived neurotrophic factor).
Ñèíàïòîô³çèí áåðå ó÷àñòü ó ôîðìóâàíí³
òèì÷àñîâî ¿  ïîðè  äëÿ  âèâ ³ëüíåííÿ  òà
çàõîïëåííÿ íåéðîìåä³àòîðà [4, 16, 18].
Ìîëåêóëÿðí³ ìåõàí³çìè, çàä³ÿí³ ó ôóíêö³î-
íóâàíí³ ñèíàïñ³â º åíåðãîçàëåæíèìè ³ ò³ñíî
ïîâ�ÿçàí³ ç çàãàëüíîþ ìåòàáîë³÷íîþ àêòèâ-
í³ñòþ íåéðîí³â.

Áàãàòîçíà÷í³ñòü ôàêòîð³â, ÿê³ âïëè-
âàþòü íà íåéðîíàëüí³ âçàºìîä³¿, âèçíà÷àº
âåëèêó ÷óòëèâ³ñòü öüîãî ïðîöåñó äî áóäü-
ÿêèõ ïàòîëîã³÷íèõ âïëèâ³â, çîêðåìà äî
íåñòà÷³ êèñíþ òà ãëþêîçè ïðè ïîðóøåííÿõ
ìîçêîâîãî êðîâîîá³ãó, àáî ïðè ìîäåëþâàíí³
³øåì³¿ ó åêñïåðèìåíòàëüíèõ óìîâàõ. Òðèâà-
ë³ñòü ä³¿ ³øåì³¿ òà ïîäàëüøî¿ ðåïåðôóç³¿
çóìîâëþº ñòóï³íü äåñòðóêö³¿  êë³òèí, à
ïðîÿâëåííÿ ìàþòü ïðîïîðö³éíèé õàðàêòåð
[1, 11, 13, 22]. Ó äîñë³äàõ in vivo ³ in vitro
ïîêàçàíî, ùî äîâãîòðèâàëà ³øåì³ÿ àáî ÊÃÄ
ïðèçâîäèòü äî ìàñèâíî¿ çàãèáåë³ íåðâîâèõ
êë³òèí,  â óìîâàõ æå êîðîòêîòðèâàëîãî
âïëèâó íåãàéíîãî óøêîäæåííÿ íå âèíèêàº,
àëå ³íäóêóþòüñÿ ïåâí³ ôóíêö³îíàëüí³ çì³íè,
ÿê³ ìàþòü â³ääàëåí³ äåñòðóêòèâí³ íàñë³äêè
[2, 8, 10, 12, 15].

Íàøà åêñïåðèìåíòàëüíà ìîäåëü äîçâî-
ëèëà âèÿâèòè äåÿê³ ïåðâèíí³ ìåõàí³çìè, ÿê³,
çà ïåâíèõ óìîâ, ìîæóòü áóòè çàä³ÿí³ â
ïðîöåñ³ ðîçâèòêó óøêîäæåííÿ íåéðîí³â.
Çîêðåìà, ïîêàçàíî, ùî ïðîòÿãîì äåê³ëüêîõ
ãîäèí ï³ñëÿ êîðîòêîòðèâàëî¿ ÊÃÄ, çíèæó-
þòüñÿ çàãàëüíà àêòèâí³ñòü ìåòàáîë³çìó
êóëüòèâîâàíèõ êë³òèí, ê³ëüê³ñòü òà åôåê-
òèâí³ñòü ñèíàïñ³â. Ìîæíà ïðèïóñòèòè, ùî
óïîâ³ëüíåííÿ êë³òèííèõ ³ ìîëåêóëÿðíèõ
ìåõàí³çì³â ó íåéðîíàëüí³é êóëüòóð³ çóìîâ-
ëþº âèÿâëåíå çíèæåííÿ øâèäêîñò³ åêçî-
öèòîçó ó çîíàõ ñèíàïòè÷íèõ êîíòàêò³â.
Íàïåâíî, îïèñàí³ ïðîöåñè ìîæóòü áóòè
â³äïîâ³äàëüíèìè çà ïîðóøåííÿ ïåðåäà÷³
ñèãíàë³â ì³æ íåéðîíàìè ³  âèíèêíåííÿ

íåéðîäåãåíåðàòèâíèõ çì³í ïðè íåñòà÷³
êèñíþ òà ãëþêîçè. Â³äíîâëåííÿ ôóíêö³î-
íàëüíî¿ àêòèâíîñò³ íåéðîí³â ó â³ääàëåíèé
òåðì³í ñâ³ä÷èòü ïðî íàÿâí³ñòü ìåõàí³çì³â,
ÿê³  ïåâíîþ ì³ðîþ çäàòí³  ïðîòèñòîÿòè
óøêîäæåííþ â óìîâàõ ³øåì³¿ ìîçêó.

Òàêèì ÷èíîì, âèêîðèñòàíà åêñïåðè-
ìåíòàëüíà ìîäåëü ³ì³òóº ïîä³¿, ÿê³ â³äáó-
âàþòüñÿ â óìîâàõ îðãàí³çìó ïðè ïîðóøåí-
íÿõ êðîâîîá³ãó ìîçêó. ÊÃÄ óïðîäîâæ 20 õâ
íå ñïðè÷èíÿº çíà÷íèõ íåéðîäåãåíåðàòèâíèõ
çì³í íåéðîí³â â óìîâàõ êóëüòèâóâàííÿ,
ïðîòå òèì÷àñîâî ïðèãí³÷óº ôóíêö³îíàëüíó
àêòèâí³ñòü êë³òèí, ÿêà ç ÷àñîì íîðìà-
ë³çóºòüñÿ. Âèõîäÿ÷è ç öüîãî, ìîæíà ñêàçàòè,
ùî íåéðîíè çäàòí³ â³äíîâëþâàòèñÿ ó ðàç³
òèì÷àñîâî¿  íåñòà÷³  êèñíþ òà ãëþêîçè.
Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ðîçøèðþþòü óÿâëåííÿ
ïðî óøêîäæåííÿ íåðâîâèõ êë³òèí âíàñë³äîê
íåñòà÷³ êèñí³ òà ãëþêîçè, à îïèñàíà ìîäåëü-
íà ñèñòåìà ìîæå áóòè âèêîðèñòàíà äëÿ
òåñòóâàííÿ íåéðîïðîòåêòèâíèõ ôàêòîð³â,
ÿê³ çäàòí³ âïëèâàòè íà öåé ïðîöåñ íà ð³âí³
ìîëåêóëÿðíèõ ìåõàí³çì³â.

I.V.Lushnikova

FUNCTIONAL ACTIVITY OF HIPPOCAMPAL
NEURONS AFTER SHORT-TERM OXYGEN-
GLUCOSE DEPRIVATION IN VITRO

The deficiency of oxygen and glucose induces neuronal cell
damage and death through multiple cellular and molecular
mechanisms. The degree of the damage is thought to depend
on the intensity and duration of pathological event. In vivo and
in vitro experimental investigations have shown that short-term
oxygen-glucose deprivation (OGD) results in the delayed cell
destruction. It allows studying of the neurodegenerative mecha-
nisms induced by OGD for possible corrections. The aim of the
present study was to evaluate the morpho-functional changes
in cultured hippocampal neurons after short-term OGD followed
by reoxygenation during 1, 4 or 24 h. It is revealed that 20 min
OGD has no influence on the cell viability, but metabolic activ-
ity, synaptic quantity and activity are decreased at 1 h at 4 h
after OGD. These functional characteristics are normalized at
24h. The results expand a concept about different aspects of
hippocampal neurons injury under deficiency of oxygen and glu-
cose. A suggested experimental model could be used for testing
different neuroprotective tools.
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