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Åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ ñóáîäèíèöü ïðîòåàñîìè
(PSMB5 òà PSMB9) ó íåéðîíàõ ã³ïîêàìïà
ïðè åêñïåðèìåíòàëüíîìó öóêðîâîìó ä³àáåò³:
çâ�ÿçîê ³ç ïðîöåñàìè àïîïòîçó òà íåêðîçó

Ö³ëîþ íèçêîþ äîñë³äæåíü äîâåäåíî, ùî äîâãîòðèâàëèé ïåðåá³ã öóêðîâîãî ä³àáåòó
ñóïðîâîäæóºòüñÿ ðîçâèòêîì äèñôóíêö³¿ ã³ïîêàìïà � ñòðóêòóðè, ùî áåðå ó÷àñòü ó ôîðìóâàíí³
êîãí³òèâíèõ ôóíêö³é ³ âèçíà÷àº îñîáëèâîñò³ ñòðåñ-ðåàêòèâíîñò³. Ìåòîþ íàøî¿ ðîáîòè ñòàëî
âèâ÷åííÿ åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ ñóáîäèíèöü ïðîòåàñîìè PSMB5 ³ PSMB9 ïðè ðîçâèòêó ñòðåïòî-
çîòîöèíîâîãî öóêðîâîãî ä³àáåòó ç ïàðàëåëüíèì äîñë³äæåííÿì ïðîöåñ³â êë³òèííî¿ çàãèáåë³
(àïîïòîçó òà íåêðîçó) íåéðîí³â ó ð³çíèõ çîíàõ (ÑÀ1, ÑÀ2 òà ÑÀ3) ã³ïîêàìïà. Âèâ÷åííÿ ñòàíó
íåéðîí³â ã³ïîêàìïà ïðîâåäåíî ç âèêîðèñòàííÿì õðîìàòèíîâîãî áàðâíèêà Hoechst-33342 òà ç
çàñòîñóâàííÿì ³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íîãî âèçíà÷åííÿ ìàðêåðà àïîïòîòè÷íî¿ çàãèáåë³ êë³òèí êàñïàçè-
3. Çà äîïîìîãîþ êîíôîêàëüíîãî ì³êðîñêîïà Olympus FV1000 çä³éñíþâàëè â³çóàë³çàö³þ êàñïàçè-
3 � ³ìóíîïîçèòèâíèõ êë³òèí ³ íåéðîí³â ³ç îçíàêàìè êîíäåíñàö³¿ õðîìàòèíó (Hoechst-33342) ó
çð³çàõ ã³ïîêàìïà ùóð³â íà 3-òþ òà 7-ìó äîáó â³ä ââåäåííÿ ñòðåïòîçîòîöèíó. Ð³âåíü åêñïðåñ³¿
ìÐÍÊ ñóáîäèíèöü ïðîòåàñîì PSMB5 òà PSMB9 âèçíà÷àëè ìåòîäîì ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿
ðåàêö³¿ â ðåàëüíîìó ÷àñ³. Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî íà 3-òþ òà 7-ìó äîáó
ðîçâèòêó ä³àáåòó çá³ëüøóºòüñÿ ð³âåíü ìÐÍÊ PSMB9 (ç 4,807 ± 0,392 äî 20,023 óì. îä. ± 4,949 óì.
îä. íà 3-òþ äîáó òà äî 20,253 óì. îä. ± 5,141 óì. îä. íà 7-ìó äîáó). Íàéá³ëüøà ê³ëüê³ñòü êë³òèí
³ç îçíàêàìè êîíäåíñàö³¿ õðîìàòèíó áóëà íàÿâíîþ íà 3-òþ äîáó â ÑÀ2 çîí³ (11,51 %), à íà 7-ìó
äîáó � â ÑÀ3 çîí³ ã³ïîêàìïà (12,49 %), ùî âêàçóº íà ð³çíó ³íòåíñèâí³ñòü çàãèáåë³ êë³òèí ÷åðåç
íåêðîç ï³ä ÷àñ ðîçâèòêó öóêðîâîãî ä³àáåòó. Çá³ëüøåííÿ ê³ëüêîñò³ êàñïàçà-3-ïîçèòèâíèõ êë³òèí
(137,59 ìêì-2± 17,91 ìêì-2 ó êîíòðîë³, 143,39 ìêì-2 ± 21,45 ìêì-2 íà 3-þ äîáó, 293,42 ìêì-2

± 34,69 ìêì-2 íà 7-ìó äîáó) ñóïðîâîäæóâàëîñÿ çíèæåííÿì ¿õ ïëîù³ (36,54 ìêì-2 ± 0,92 ìêì-2 ó
êîíòðîë³, 32,10 ± 0,91  ³ 30,53 ìêì-2 ± 1,05 ìêì-2 íà 3-òþ ³ 7-ìó äîáó â³äïîâ³äíî), ùî ñâ³ä÷èòü
ïðî àêòèâ³çàö³þ ïðîàïîïòîòè÷íèõ ïðîöåñ³â. Òàêèì ÷èíîì, ìîæíà ä³éòè âèñíîâêó, ùî â ïåðøèé
òèæäåíü ðîçâèòêó öóêðîâîãî ä³àáåòó â³äáóâàþòüñÿ ïðîöåñè ïîøêîäæåííÿ òà äåãåíåðàö³¿
êë³òèí ã³ïîêàìïà.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: öóêðîâèé ä³àáåò 1-ãî òèïó, ã³ïîêàìï, ïîøêîäæåííÿ íåéðîí³â, ïðîòåàñîìè.

ÂÑÒÓÏ

Â³äîìî, ùî öóêðîâèé ä³àáåò 1-ãî òà 2-ãî
òèïó ïðîâîêóº âèíèêíåííÿ ñòðóêòóðíèõ ³
ôóíêö³îíàëüíèõ çì³í ó öåíòðàëüí³é íåðâîâ³é
ñèñòåìè, çîêðåìà ó ã³ïîêàìï³ åêñïåðè-
ìåíòàëüíèõ òâàðèí. Ó ïàö³ºíò³â, ùî õâîð³-
þòü íà öóêðîâèé ä³àáåò, óïðîäîâæ òðèâà-
ëîãî ÷àñó òàêîæ ïîðóøóºòüñÿ çàïàì�ÿ-
òîâóâàííÿ òà íàâ÷àííÿ, çíèæóºòüñÿ ð³âåíü

óâàæíîñò³ òà øâèäêîñò³ ïåðåá³ãó ðîçóìîâèõ
ïðîöåñ³â [38, 40]. Ìîæëèâî, ùî ïî÷àòêîâ³
çì³íè ó íåéðîíàõ ã³ïîêàìïà, ÿê³ ôîðìó-
þòüñÿ  çàäîâãî  äî  ïåðøèõ ñèìïòîì³â
ïîðóøåííÿ êîãí³òèâíî¿ ñôåðè, ñòâîðþþòü
ï³ä´ðóíòÿ äëÿ ðîçâèòêó ä³àáåòè÷íî¿ åíöåôà-
ëîïàò ³ ¿  â  ïîäàëüøîì ó.  Ìîëåêóëÿðíî-
ãåíåòè÷í³ òà êë³òèíí³ ìåõàí³çìè ôîðìó-
âàííÿ çàçíà÷åíèõ ïàòîëîã³÷íèõ çì³í, ùî
ìîæíà â³äíåñòè äî íåéðîäåãåíåðàòèâíèõ,
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àêòèâíî âèâ÷àþòüñÿ îñòàíí³ìè ðîêàìè.
Çîêðåìà, âåëèêà óâàãà ïðèä³ëÿºòüñÿ äîñë³ä-
æåííþ ïðîòåàñîìíîãî  ïðîòåîë³çó,  ùî
çàáåçïå÷óº ÿê øèðîêå êîëî ðåãóëÿòîðíèõ
âíóòð³øíüîêë³òèííèõ ïðîöåñ³â, òàê ³ êîí-
òðîëü çà ÿê³ñòþ òà óòèë³çàö³ºþ óøêîäæåíèõ
òà ð³çíèì ÷èíîì ìîäèô³êîâàíèõ ïðîòå¿í³â
[16, 17, 26]. Ïðè öüîìó íåçàïåðå÷íèì íà
ñó÷àñíîìó åòàï ³  º  òå ,  ùî  ïîðóøåííÿ
óá³êâ³òèíçàëåæíîãî ïðîòåàñîìíîãî ïðîòåî-
ë ³ çó  �  âàæëèâà  ïàòîãåíåòè÷íà  ëàíêà
ðîçâèòêó íàéá³ëüø ïîøèðåíèõ íåéðî-
äåãåíåðàòèâíèõ çàõâîðþâàíü [14, 15, 27].
Ïðîòå ¿õ çíà÷åííÿ ïðè óðàæåíí³ ÖÍÑ ï³ä
÷àñ ðîçâèòêó öóêðîâîãî ä³àáåòó íåâèâ÷åí³.
Íåâèð³øåíèì çàëèøàºòüñÿ ³ ïèòàííÿ ïðî
åêñïðåñ³þ ð³çíèõ ñóáîäèíèöü ïðîòåàñîìè â
íåðâîâèõ êë³òèíàõ, îñîáëèâî ïðî åêñïðåñ³þ
ñóáîäèíèöü ³ìóíîïðîòåàñîìè. Â ïðàö³
Mishto M. òà ñï³âàâò. äîâåäåíî íàÿâí³ñòü
åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ ³ á³ëêó îäí³º¿ ç ñóáîäèíèöü
³ìóíîïðîòåàñîìè PSMB9 (LMP2) ó ã³ïî-
êàìï³ ëþäèíè [32]. Àâòîðè ðîáëÿòü âèñíî-
âîê, ùî çá³ëüøåííÿ åêñïðåñ³¿ LMP2 òà îäí³º¿
ç ñóáîäèíèöü êîíñòèòóòèâíî¿ ïðîòåàñîìè
(PSMB1) º õàðàêòåðíîþ îçíàêîþ äåãåíå-
ðàö³¿ ìîçêó, â ïåðøó ÷åðãó ã³ïîêàìïà, â
ïðîöåñ³ ñòàð³ííÿ. Ç ³íøîãî áîêó, íàêîïè-
÷óþòüñÿ äàí³ ïðî ñï³ëüí³ ðèñè íåéðîäå-
ãåíåðàö³¿ ïðè ñòàð³íí³ òà öóêðîâîìó ä³àáåò³
[4, 6, 34]. Çîêðåìà, âîíè âèÿâëÿþòüñÿ ó
âèãëÿä³ àïîïòîòè÷íî¿ çàãèáåë³ íåéðîí³â,
àñòðîãë³îçó, çì³í àðõ³òåêòîí³êè ð³çíèõ çîí
ãîëîâíîãî ìîçêó [28]. Ñòîñîâíî àïîïòî-
òè÷íî¿ çàãèáåë³ ÿê äîáðå â³äðåãóëüîâàíîãî
ìåõàí³çìó ñàìîçíèùåííÿ êë³òèíè, îñîáëè-
âèé ³íòåðåñ çíîâ òàêè ñòàíîâëÿòü ïðîöåñè
óá³êâ³òèíçàëåæíîãî ïðîòåàñîìíîãî ïðîòåî-
ë³çó, ùî é çàáåçïå÷óþòü âèá³ðêîâó äåãðà-
äàö ³þ ÿê  àïîïòîòè÷íèõ ,  òàê  ³  ïðîòè-
àïîïòîòè÷íèõ á³ëê³â [23, 29, 41].

Ìåòà íàøîãî äîñë³äæåííÿ � âèâ÷åííÿ
åêñïðåñ³¿ ñóáîäèíèöü ïðîòåàñîìè PSMB5
òà PSMB9 ó òêàíèí³ ã³ïîêàìïà ï³ä ÷àñ
ðîçâèòêó ñòðåïòîçîòîöèíîâîãî öóêðîâîãî
ä³àáåòó ³ç  ïàðàëåëüíèì äîñë³äæåííÿì
ïðîöåñ³â êë³òèííî¿ çàãèáåë³ (àïîïòîçó òà

íåêðîçó) íåéðîí³â ó ð³çíèõ çîíàõ (ÑÀ1, ÑÀ2
òà ÑÀ3) ã³ïîêàìïà.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äîñë³äæåííÿ ïðîâåäåíî íà 42 ñòàòåâîçð³ëèõ
ñàìöÿõ ùóð³â ë³í³¿ Â³ñòàð ìàñîþ 200�250 ã.
Òâàðèíè çíàõîäèëèñÿ â óìîâàõ ïðèðîäíîãî
ñâ³òëîâîãî ðåæèìó òà ó â³ëüíîìó äîñòóï³
äî âîäè òà ¿æ³.  Âñ³ åêñïåðèìåíòè áóëè
âèêîíàí³ ç äîòðèìàííÿì íîðì òà ïðèíöèï³â
ªâðîïåéñüêî¿ êîíâåíö³¿ ïðî çàõèñò õðåáåò-
íèõ òâàðèí.

Äëÿ äîñë³äæåííÿ çì³í ñòàíó íåðâîâî¿
ñèñòåìè áóëà  âèêîðèñòàíà  ñòðåïòîçî-
òîöèíîâà ìîäåëü ³íäóêö³¿ öóêðîâîãî ä³àáåòó.
Öåé ñïîñ³á ìîäåëþâàííÿ ä³àáåòó º âèçíà-
íèì ó  ñâ³ò ³ ,  îñê³ëüêè ñòðåïòîçîòîöèí
âèá³ðêîâî ïîøêîäæóº β-êë³òèíè îñòð³âö³â
Ëàíãåðãàíñà  òà  äóæå øâèäêî ìåòàáî-
ë³çóºòüñÿ â îðãàí³çì³ áåç óòâîðåííÿ òîêñè÷-
íèõ ðå÷îâèí [2]. Öóêðîâèé ä³àáåò ìîäåëþ-
âàëè îäíîðàçîâîþ âíóòð³øíüîî÷åðåâèííîþ
³í�ºêö³ºþ ñòðåïòîçîòîöèíó (�Sigma-Aldrich�,
Í³ìå÷÷èíà) â äîç³ 45 ìã/êã, ùî áóâ ïîïå-
ðåäíüî ðîç÷èíåíèé â 0,1 Ì öèòðàòíîìó (pH
4,5). Òâàðèíàì êîíòðîëüíî¿ ãðóïè ââîäèëè
àíàëîã³÷íèé îá�ºì öèòðàòíîãî áóôåðà, ùî
íå ì³ñòèâ ñòðåïòîçîòîöèíó. Íà 3-òþ äîáó
ï³ñëÿ ââåäåííÿ ñòðåïòîçîòîöèíó âèì³ðþ-
âàëè âì³ñò  ãëþêîçè â  ïëàçì³  êðîâ³  çà
äîïîìîãîþ ïðèëàäó äëÿ åêñïðåñ-àíàë³çó
Smartest (Òàéâàí). Â åêñïåðèìåíò â³äáè-
ðàëè ùóð³â ³ç ð³âíåì ãë³êåì³¿ âèùèì çà 10
ììîëü/ë òà îçíàêàìè ðîçâèòêó öóêðîâîãî
ä³àáåòó: ï³äâèùåíèì ñïîæèâàííÿì âîäè òà
ïîë³óð³ºþ. Âæå íà 3-òþ äîáó â³ä ââåäåííÿ
ñòðåïòîçîòîöèíó ðåºñòðóâàëîñÿ çá³ëüøåííÿ
âì³ñòó öóêðó äî 14,3 ììîëü/ë ± 0,6 ììîëü/ë.

Òâàðèí  íàðêîòèçó âà ëè  êà ë ³ïñîëîì
(75 ìã/ãê) ³ ïåðôóçóâàëè òðàíñêàðä³àëüíî
ñïî÷àòêó 50 ìë ôîñôàòíîãî áóôåðà,  à
ïîò³ì �  200 ìë 4%-ãî ôîðìàëüäåã³äó.
Äîñë³äæåííÿ òâàðèí ç ä³àáåòîì ïðîâîäèëè
íà  3-òþ òà  7-ìó  äîáó  ï ³ñëÿ  ââåäåííÿ
ñòðåïòîçîòîöèíó. Çà äîïîìîãîþ ì³êðîòîìà
(�Campden Instr.�, Í³ìå÷÷èíà) ñòâîðþâàëè
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ôðîíòàëüí³ çð³çè ìîçêó 50 ìêì çàâòîâøêè,
äâ³÷³ ïðîìèâàëè ó ôîñôàòíîìó áóôåð³ òà
³íêóáóâàëè ³ç ìîíîêëîíàëüíèìè ìèøà÷èìè
ïåðâèííèìè àíòèò³ëàìè ïðîòè êañïàçè-3
(�Sigma-Aldrich�, Í³ìå÷÷èíà) àáî (NeuN
(â³ä. àíãë. Neuronal nuclei), �Dako�, Äàí³ÿ)
ó ðîçâåäåíí³ 1:800 òà 1:1000 â³äïîâ³äíî.
Àíòèò³ëà áóëè ïîïåðåäíüî ðîçâåäåí³ 0,1 Ì
ôîñôàòíèì áóôåðîì (pH 7,4) ç äîäàâàííÿì
Triton X-100 òà ñèðîâàòêè ó ñï³ââ³äíîøåíí³
1:1000.  Ï³ñëÿ 24-ãîäèííî¿  ³íêóáàö³ ¿  ç
ïåðâèííèìè àíòèò³ëàìè çð³çè â³äìèâàëè 0,1
Ì ôîñôàòíèì áóôåðîì (ðÍ 7,42) òà íàíî-
ñèëè âòîðèíí³ àíòèò³ëà Alexa-488, ùî áóëè
ïîïåðåäíüî  ðîçâåäåí³ ôîñôàòíèì áóôåðîì
ó ñï³ââ³äíîøåíí³  1:1000.  ²íêóáàö³þ ç
âòîðèííèìè àíòèò³ëàìè ïðîâîäèëè ïðè 4oÑ
ïðîòÿãîì 48 ãîä.

Çàáàðâëåííÿ õðîìàòèíîâèì ôëóîðîôî-
ðîì Hoechst-33342 âèêîíóâàëè íà çð³çàõ
ìîçêó 50 ìêì çàâòîâøêè òà ïðîìèâàëè ¿õ â
0,1 Ì ôîñôàòíîìó áóôåð³ (ðÍ 7,4), ùî
ì³ñòèâ 1,9 % NaCl äâ³÷³ ïî 10 õâ. Ïîò³ì
ï³ñëÿ ïðîìèâàííÿ â 0,1 Ì áåçñîëüîâîìó
ôîñôàòíîìó áóôåð³ (ðÍ 7,4), ³íêóáóâàëè â
0,1 ìêìîëü/ë ðîç÷èí³ Hoechst-33342 ïðîòÿ-
ãîì 15 õâ ïðè  37 °Ñ. Çð³çè ïåðåíîñèëè íà

ïðåäìåòí³ ñêåëüöÿ òà çàêëþ÷àëè â ð³äèíó,
ùî ñòàá³ë³çóº ôëóîðåñöåíòí³ áàðâíèêè
(�Dako�, Äàí³ÿ).

Ìè âèêîðèñòîâóâàëè Hoechst-33342 äëÿ
³äåíòèô³êàö³¿ êë³òèí ç îçíàêàìè êîíäåíñàö³¿
ÿäåðíîãî ìàòåð³àëó. Ê³ëüê³ñòü êë³òèí ç
êîìïàêòíèì ÿäðîì, ÿêå ³íòåíñèâíî ôëóî-
ðåñö³þº ,  ìîæå â ³äîáðàæàòè ê ³ëüê ³ñòü
ïîøêîäæåíèõ íåéðîí³â ï³ä ÷àñ ä³¿ òèõ ÷è
³íøèõ ôàêòîð³â. Îñê³ëüêè Hoechst-33342
çàáàðâëþº âñ³ êë³òèíè, ùî ìàþòü ÿäðà,
âèíèêëà íåîáõ³äí³ñòü â³äîêðåìèòè ñàìå
íåéðîíè â³ä àñòðîöèò³â òà ³íøèõ êë³òèí. Äëÿ
óíèêíåííÿ ïîìèëêîâîãî âðàõóâàííÿ êë³òèí
³íøèõ òèï³â ìè çä³éñíèëè çàáàðâëåííÿ çà
äîïîìîãîþ Hoechst-33342 ç îäíî÷àñíèì
âèçíà÷åííÿì íåéðîí³â (NeuN) (ðèñ. 1). Ï³ä
÷àñ âèçíà÷åííÿ ê³ëüêîñò³ êë³òèí ç îçíàêàìè
íåéðîäåãåíåðàö³¿ âðàõîâóâàëè ò³ëüêè NeuN-
ïîçèòèâí³ êë³òèíè.

Äëÿ äîñë³äæåííÿ ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ
ùóð³â  äåêàï³òóâàëè ï³ä  êàë³ïñîëîâèì
íàðêîçîì ³ âèëó÷àëè ã³ïîêàìï. ÐÍÊ âèä³-
ëÿëè ç òêàíèíè ã³ïîêàìïà ³ç âèêîðèñòàííÿì
íàáîðó Trizol RNA-prep (�Isogen�, Ðîñ³ÿ).
Êîíöåíòðàö³þ ÐÍÊ âèì³ðþâàëè çà äîïîìî-
ãîþ ñïåêòðîôîòîìåòðà ND1000 (�NanoDrop

Ðèñ. 1. Ïîäâ³éíå çàáàðâëåííÿ ç îäíî÷àñíîþ â³çóàë³çàö³ºþ Hoechst-33342 (ë³âîðó÷) òà NeuN -ïîçèòèâíèõ íåéðîí³â
(ïðàâîðó÷) ï³ðàì³äàëüíîãî øàðó ã³ïîêàìïà ó ùóð³â ó íîðì³: à � íåéðîí ç êîíäåíñîâàíèì òà ³íòåíñèâíî
ôëóîðåñö³þþ÷èì ÿäðîì; b � íåéðîí ç õðîìàòèíîì, ÿêèé äèôóçíî ðîçïîä³ëåíèé â ÿäð³ òà ïîì³ðíî ôëóîðåñö³þº

Åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ ñóáîäèíèöü ïðîòåàñîìè  (PSMB5 òà PSMB9) ó íåéðîíàõ ã³ïîêàìïà
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Technologies Inc�, ÑØA). Çâîðîòíó òðàíñ-
êðèïö³þ ïðîâîäèëè ³ç  âèêîðèñòàííÿì
íàáîðó First Strand cDNA Synthesis Kit
(�Fermentas�, Ëèòâà), çàñòîñîâóþ÷è 2�2,5
ìêã çàãàëüíî¿ ÐÍÊ. Ñóì³ø äëÿ çâîðîòíî¿
òðàíñêðèïö³¿ ì³ñòèëà ó ê³íöåâ³é êîíöåíòðàö³¿
òàê³ êîìïîíåíòè: 50 ììîëü òð³ñ-HCl (pH
8,3), 50 ììîëü KCl, 4 ììîëü MgCl

2
, 40

ììîëü äèò³îòðå¿òîëó,  40 îä.  ³íã³á³òîðà
ÐÍÊàç RiboLock (�Fermentas�, Ëèòâà), 0,2
ìêã  ãåêñèìåðíîãî  ïðàéìåðà ,  1  ììîëü
ñóì³ø³ ÷îòèðüîõ íóêëåîòèäòðèôîñôàò³â òà
40 îä. çâîðîòíî¿ òðàíñêðèïòàçè Ì-ÌuLV
(�Fermentas�, Ëèòâà). Ïðîáè ³íêóáóâàëè
ïðîòÿãîì 1 ãîä ïðè 37°Ñ òà çóïèíÿëè
ðåàêö³þ íàãð³âàííÿì äî 70°Ñ âïðîäîâæ 10
õâ. Îòðèìàíó òàêèì ÷èíîì îäíîëàíöþãîâó
êÄÍÊ âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ ïðîâåäåííÿ
ê³ëüê³ñíî¿ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿
â ðåàëüíîìó ÷àñ³ ³ç çàñòîñóâàííÿì äåòåê-
ö³éíî¿ ñèñòåìè Custom TaqMan® (�Applied
Biosystems�, ÑØÀ) äëÿ ñóáîäèíèö³ ïðîòåà-
ñîìè PSMB9 òà PSMB5. Ïðîãðàìà àìïë³-
ô³êàö³¿ ñêëàäàëàñÿ ç ïî÷àòêîâî¿ äåíàòóðàö³¿
ïðè 95°Ñ ïðîòÿãîì 20 ñ òà ç 45 öèêë³â
äåíàòóðàö³¿ (95°Ñ, 3 ñ), ïðèºäíàííÿ ïðàé-
ìåð³â òà åëîíãàö³¿ (60°Ñ, 30 ñ) òà ïðîâî-
äèëàñÿ çà âèêîðèñòàííÿ ñèñòåìè 7500 Fast
Real - t ime PCR (�Appl ied  Biosys tems�,

ÑØA).  Àíàë³ç  îòðèìàíèõ ðåçóëüòàò ³â
çä³éñíþâàëè çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìíîãî
çàáåçïå÷åííÿ 7500 Fast  Real- t ime PCR
Software (�Applied Biosystems�, ÑØA).
Ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ðîçðàõîâóâàâñÿ çà çàãàëü-
íîïðèéíÿòîþ ôîðìóëîþ 2-∆Ñt.

Ñòàòèñòè÷íó îö³íêó â³ðîã³äíîñò³ â³äì³í-
íîñòåé ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ êðèòåð³þ
t Ñòüþäåíòà òà îäíîôàêòîðíîãî äèñïåð-
ñ³éíîãî àíàë³çó (ANOVA). Äîñòîâ³ðíèìè
ââàæàëè â³äì³ííîñò³ ç ð³âíåì çíà÷óùîñò³
á³ëüøèì í³æ 95 % (P<0,05).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ðåçóëüòàòè ïðîâåäåíèõ åêñïåðèìåíò³â
âêàçóþòü íà ñóòòºâ³ çì³íè ÿê íà ãåíåòè÷-
íîìó (åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ PSMB5 òà PSMB9,
òàê  ³  íà  êë ³òèííîìó (àïîïòîòè÷íà  òà
íåêðîòè÷íà çàãèáåëü íåéðîí³â ã³ïîêàìïà)
ð³âí³ íà ðàíí³õ ñòàä³ÿõ åêñïåðèìåíòàëüíîãî
öóêðîâîãî ä³àáåòó. Âèõ³äíèé ð³âåíü åêñïðå-
ñ³¿ ìÐÍÊ PSMB5 ó ã³ïîêàìï³ êîíòðîëüíèõ
òâàðèí çíà÷íî ïîñòóïàºòüñÿ ð³âíþ åêñïðåñ³¿
PSMB9 (ñóáîäèíèöÿ ³ìóíîïðîòåàñîìè) ³
ñòàíîâèòü 0,493 ± 0,021 òà 4,807 óì. îä. ±
0,392 óì. îä. â³äïîâ³äíî (ðèñ. 2). Òîáòî
êîíñòèòóòèâíèé ð³âåíü åêñïðåñ³¿ PSMB5
ìàéæå â 10 ðàç³â íèæ÷èé, í³æ PSMB9.

Ðèñ. 2. Ä³àãðàìè ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ PSMB5 (à) òà PSMB9 (á) â ã³ïîêàìï³ êîíòðîëüíèõ ùóð³â (1) òà òâàðèí ç öóêðîâèì
ä³àáåòîì òðèâàë³ñòþ 3 (2) òà 7 (3) ä³á.*P < 0,05 â³äíîñíî êîíòðîëþ
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Â³ðîã³äí³ çì³í åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ PSMB5 ï³ä
÷àñ ìîäåëþâàííÿ öóêðîâîãî ä³àáåòó â³äáó-
âàþòüñÿ íà 3-òþ äîáó, íàïðèê³íö³ ïåðøîãî
òèæíÿ  åêñïðå ñ ³ÿ  ìÐÍÊ PSMB5 çíîâó
çíèæóºòüñÿ äî êîíòðîëüíîãî çíà÷åííÿ.
Ïðîòå  ð ³âåíü  åêñïðåñ ³ ¿  ìÐÍÊ PSMB9
â³ðîã³äíî çá³ëüøóºòüñÿ âæå ÷åðåç 3 äîáè
ï³ñëÿ ââåäåííÿ ñòðåïòîçîòîöèíó ³ çàëè-
øàºòüñÿ íà âèñîêîìó ð³âí³ ³ íà 7-ìó äîáó
(äèâ. ðèñ. 2). Ñò³éêå ï³äâèùåííÿ âì³ñòó
ìÐÍÊ PSMB9 ìîæå ñâ³ä÷èòè ïðî òå, ùî
íàïðèê³íö³ ïåðøîãî òèæíÿ ðîçâèòêó öóêðî-
âîãî ä³àáåòó ïðîäîâæóºòüñÿ ïîøêîäæó-
âàëüíèé âïëèâ íà íåéðîíè ã³ïîêàìïà,
çá³ëüøåííÿ âì³ñòó á³ëê³â  ³ç  çì³íåíîþ
òðåòèííîþ ñòðóêòóðîþ òà çáåð³ãàºòüñÿ
íåîáõ³äí³ñòü â ïðîòåàñîìí³é äåãðàäàö³¿
á³ëêîâèõ ìîëåêóë. Ïðîòå íå âèêëþ÷åíî, ùî
³ìóíîïðîòåàñîìà â ìîçêó ìàº çîâñ³ì ³íø³
ôóíêö³¿ ,  í³æ â ³íøèõ îðãàíàõ.  Ìîæíà
ïðèïóñòèòè, ùî âîíà áåðå áåçïîñåðåäíþ
ó÷àñòü ó ïðîöåñàõ äîâãîòðèâàëî¿ ïîòåíö³àö³¿
ò à  çàïàì�ÿòî âó âàííÿ .  Ï³äñòàâîþ äëÿ
òàêîãî ïðèïóùåííÿ º ïðàö³ James òà ñï³â-
àâò., ÿê³ íàâîäÿòü äàí³ ïðî ðîëü òðàíñêðèï-
ö³éíîãî ôàêòîðà Zif268 (Egr1/Krox24/NGF-
IA) çíèæåííÿ ðåãóëÿö³¿  åêñïðåñ³ ¿  ñóá-
îäèíèöü ïðîòåàñîìè [10, 21]. Öåé ôàêòîð

ìàº êëþ÷îâå çíà÷åííÿ â ïðîöåñàõ çàïàì�ÿ-
òîâóâàííÿ òà íàâ÷àííÿ,  áî éîãî �âèì-
êíåííÿ� ñïðè÷èíþº ïîðóøåííÿ öèõ ïðîöåñ³â
ó åêñïåðèìåíòàëüíèõ òâàðèí [22, 24, 31].
Îòæå, ñóïðåñ³ÿ ãåí³â ³ìóíîïðîòåàñîìè ï³ä
âïëèâîì Zif268 º íåîáõ³äíèì êîìïîíåíòîì
äëÿ ôîðìóâàííÿ äîâãîòðèâàëî¿ ïîòåíö³àö³¿
òà çàïàì�ÿòîâóâàííÿ. À çá³ëüøåííÿ àêòèâ-
íîñò³ ïðîòåàñîìè âíàñë³äîê ï³äâèùåííÿ
åêñïðåñ³¿ ¿¿ ñóáîäèíèöü, ùî ïîêàçàíî â
íàøîìó äîñë³äæåíí³, ñïðè÷èíþº ïîã³ðøåííÿ
êîãí³òèâíèõ âëàñòèâîñòåé ìîçêó òâàðèí ³ç
öóêðîâèì ä³àáåòîì.

Òàêèì ÷èíîì, ìîæíà âèñëîâèòè ïðèïó-
ùåííÿ, ùî ïîðóøåííÿ çàïàì�ÿòîâóâàííÿ òà
íàâ÷àííÿ, ÿêå âèíèêàº ï³ä ÷àñ ðîçâèòêó
ä³àáåòó ïåâíîþ ì³ðîþ, ìîæå áóòè çóìîâ-
ëåíî çá³ëüøåííÿì ñèíòåçó òà àêòèâíîñò³
ñóáîäèíèö³ ïðîòåàñîìè PSMB9, à òàêîæ
ïîøêîäæåííÿì íåéðîí³â ã³ïîêàìïà (äèâ.
íèæ÷å).

Âèÿâëåííÿ àïîïòîòè÷íèõ êë³òèí ã³ïî-
êàìïà  ïðîâîäèëîñÿ  ³ ç  çàñòîñóâàííÿì
àíòèò³ë äî åôåêòîðíî¿ êàñïàçè-3. Àíàë³ç
çð³ç³â ïîêàçàâ, ùî ó ã³ïîêàìï³ êîíòðîëüíèõ
ùóð³â º çíà÷íà ê³ëüê³ñòü êë³òèí, ÿê³ åêñïðå-
ñóþòü êàñïàçó-3 (ðèñ. 3). Âîíè äèôóçíî
ðîçïîä³ëåí³ â òêàíèí³ ã³ïîêàìïà ³ ìàþòü

Ðèñ. 3. Êàñïàçà-3-³ìóíîïîçèòèâí³ êë³òèíè ó ùóð³â â íîðì³ (à), íà 3-òþ (á) òà 7-ìó (â) äîáó ðîçâèòêó öóêðîâîãî
ä³àáåòó (ðåàêö³ÿ íåïðÿìî¿ ³ìóíîã³ñòîõ³ì³¿ ç àíòèò³ëàìè äî êàñïàçè-3)

áà â
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ð³çíó ³íòåíñèâí³ñòü ôëóîðåñöåíö³¿. Â ïåð³îä
ðîçâèòêó öóêðîâîãî ä³àáåòó ê ³ëüê³ñòü
êañïàçè-3 ïðîãðåñèâíî çá³ëüøóâàëàñÿ ³
ïåðåâèùóâàëà êîíòðîëüí³ çíà÷åííÿ íà 53 %
(7-ìà äîáà; òàáë. 1). Ïëîùà öèõ êë³òèí ïðè
öüîìó çìåíøóâàëàñÿ, ùî º õàðàêòåðíèì
äëÿ êë³òèí, ùî çàçíàþòü àïîïòîòè÷íî¿
çàãèáåë³. Ñåðåäí³ çíà÷åííÿ ³íòåíñèâíîñò³
ôëóîðåñöåíö³¿ ñóòòºâî íå çì³íþâàëèñÿ â
äèíàì³ö³ åêñïåðèìåíòó. Òàêèì ÷èíîì, íà 7-
ìó äîáó ðîçâèòêó åêñïåðèìåíòàëüíîãî
öóêðîâîãî ä³àáåòó â³ðîã³äíî ï³äâèùóâàëàñÿ
ê³ëüê³ñòü êë³òèí, ÿê³ ñèíòåçóþòü êañïàçó-3,
ùî âêàçóº íà àêòèâàö³þ àïîïòîòè÷íî¿
çàãèáåë³ êë³òèí òà ìîæå áóòè ïðè÷èíîþ
çíèæåííÿ ê³ëüêîñò³ íåéðîí³â ï³ðàì³äàëüíîãî
øàðó ã³ïîêàìïà.

Äëÿ âèçíà÷åííÿ ïðîöåñ³â íåêðîòè÷íî¿
çàãèáåë³ íàìè áóâ çàñòîñîâàíèé áàðâíèê
Hoechst-33324, ÿêèé çàáàðâëþº ÿäåðíèé

ìàòåð³àë ³ äàº çìîãó îö³íèòè ê³ëüê³ñòü êë³òèí
³ç îçíàêàìè êîíäåíñàö³¿ õðîìàòèíó, ùî º
õàðàêòåðíèì äëÿ íåêðîòè÷íî¿ äåãåíåðàö³¿.
Â ã³ïîêàìï³ êîíòðîëüíèõ ùóð³â ì³ñòèòüñÿ
ïåâíà ê³ëüê³ñòü êë³òèí ç îçíàêàìè êîíäåí-
ñàö³¿ õðîìàòèíó (òàáë. 2), ÿêà â³ðîã³äíî
çðîñòàº íà 3-òþ òà 7-ìó äîáó ðîçâèòêó
öóêðîâîãî ä³àáåòó. Ê³ëüê³ñòü íåêðîòè÷íèõ
êë³òèí ñóòòºâî â³äð³çíÿëàñÿ çàëåæíî â³ä
çîíè ã³ïîêàìïà, ùî äîñë³äæóâàëàñÿ: íàé-
á³ëüø âèðàæåí³ çì³íè ñïîñòåð³ãàëèñÿ ó ÑÀ1
òà ÑÀ3-çîí³ òà áóëè ìåíøèìè ó ÑÀ2-çîí³.
Ñï³ââ³äíîøåííÿ ê³ëüêîñò³ Hoechst-ïîçè-
òèâíèõ êë³òèí ³ ÷èñëà íåéðîí³â áóëî íàé-
á³ëüøèì â ÑÀ3-çîí³ ,  ùî ñâ³ä÷èòü ïðî
âðàçëèâ³ñòü íåéðîí³â óêàçàíî¿ çîíè ³ ïðî
ðîçâèòîê íåéðîäåãåíåðàòèâíîãî ïðîöåñó.

Îòæå, çíà÷íå ï³äâèùåííÿ åêñïðåñ³¿
ñóáîäèíèö³ ³ìóíîïðîòåàñîìè çá³ãàºòüñÿ ç
àêòèâàö³ºþ àïîïòîòè÷íî¿ òà íåêðîòè÷íî¿

Êîíòðîëü 137,59 ± 17,91 36,54 ± 0,92 12,97 ± 0,33
Ä³àáåò
     3-òÿ äîáà 143,39 ± 21,45 32,10 ± 0,91* 12,58 ± 0,34*
     7-ìà äîáà 293,42 ± 34,69** 30,53 ± 1,05* 12,47 ± 0,51*

* P < 0,05 ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëüíîþ ãðóïîþ, ** Ð < 0,001.

Òàáëèöÿ 1. Ìîðôîìåòðè÷í³ õàðàêòåðèñòèêè êàñïàçà-3-ïîçèòèâíèõ êë³òèí  ã³ïîêàìïà â íîðì³
òà ïðè öóêðîâîìó ä³àáåò³ òðèâàë³ñòþ 3 òà 7 ä³á (M ± m)

Ñåð³ÿ äîñë³äæåíü Ê³ëüê³ñòü êë³òèí
íà 1 ìì2

Ïëîùà êë³òèí, ìêì2 ²íòåíñèâí³ñòü
ôëóîðåñöåíö³¿, óì. îä.

Êîíòðîëü ÑÀ1 6,45± 0,36 2,91
ÑÀ2 15,36± 0,66 6,98
ÑÀ3 14,27 ± 0,63 8,47

Ä³àáåò
     3-òÿ äîáà ÑÀ1 8,47 ± 0,54* 3,81

ÑÀ2 20,58 ± 1,31** 11,51
ÑÀ3 17,00 ± 0,69*** 9,84

     7-ìà äîáà ÑÀ1 9,73 ± 0.40* 4,73
ÑÀ2 16,54 ± 0,88 9,84
ÑÀ3 19,14 ± 0.74* 12,49

* P < 0,05, ** Ð < 0,001, *** Ð < 0,01.

Òàáëèöÿ 2. Ê³ëüê³ñòü êë³òèí ç îçíàêàìè êîíäåíñàö³¿ õðîìàòèíó (Hoechst-33342)  â ð³çíèõ çîíàõ ã³ïîêàìïà
â íîðì³ òà íà 3-òþ òà 7-ìó äîáó ðîçâèòêó åêñïåðèìåíòàëüíîãî öóêðîâîãî ä³àáåòó (M ± m)

Ñåð³ÿ äîñë³äæåíü Çîíà
Ê³ëüê³ñòü

êîíäåíñîâàíèõ ÿäåð
íåéðîí³â íà 1 ìì-2

Ê³ëüê³ñòü êë³òèí ç îçíàêàìè
êîíäåíñàö³¿ õðîìàòèíó (â³ä  çà-

ãàëüíî¿ ê³ëüêîñò³ NeuN+-êë³òèí), %
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çàãèáåë³ íåéðîí³â ã³ïîêàìïà íà ðàíí³õ
ñòàä³ÿõ öóêðîâîãî ä³àáåòó. Ìè ïðèïóñêàº-
ìî, ùî ö³ ïîä³¿  ïîâ�ÿçàí³ ì³æ ñîáîþ ³
íåéðîäåãåíåðàö³ÿ  çàïóñêàºòüñÿ  ñàìå
âíàñë³äîê àêòèâàö³¿ ³ìóíîïðîòåàñîìè.

Ó öüîìó àñïåêò³ íàäçâè÷àéíî âàæëèâèì
º ïèòàííÿ ïðî ìåõàí³çìè àêòèâàö³¿ åêñïðåñ³¿
ãåí³â, ùî êîäóþòü ñóáîäèíèö³ ïðîòåàñîì.
Çã³äíî ç ë³òåðàòóðíèìè äàíèìè, ïîòóæíèé
ñòèìóëþâàëüíèé âïëèâ íà åêñïðåñ³þ êîìïî-
íåíò³â ïðîòåàñîìè ìàþòü ãëþêîêîðòèêî¿äè
[9]. Ó ïðàöÿõ Mitchell äîâåäåíî, ùî ïðîöåñ
êàõåêòè÷íîãî  çìåíøåííÿ  ìàñè  ì�ÿç ³â
çóìîâëåíèé çá³ëüøåííÿì åêñïðåñ³¿ ñóá-
îäèíèöü ïðîòåàñîìè ï³ä âïëèâîì ãëþêî-
êîðòèêî¿ä³â, ùî ï³äòâåðäæóâàëîñÿ çàñòî-
ñóâàííÿì àíòàãîí³ñò³â ãëþêîêîðòèêî¿äíèõ
ðåöåïòîð³â, âèêîðèñòàííÿ ÿêèõ çàïîá³ãàëî
âêàçàíîìó åôåêòó. Îïèñàíî íàâ³òü ñïåöè-
ô³÷íó ïðîòåàñîìðåãóëþâàëüíó ñèðîâàòêîâó
ê³íàçó, ùî ðåãóëþºòüñÿ ãëþêîêîðòèêî¿äàìè
(â³ä àíãë. proteasome-regulatory kinase se-
rum/glucocorticoid-regulated kinase), ÿêà
îïîñåðåäêîâóº âïëèâ ãëþêîêîðòèêî¿ä³â íà
åêñïðåñ³þ ãåí³â ïðîòåàñîìè [5,  33].  Ó
íàøèõ ïîïåðåäí³õ ïðàöÿõ ïîêàçàíî, ùî
ìîäåëþâàííÿ ïðîëîíãîâàíîãî ³ììîá³ë³-
çàö³éíîãî ñòðåñó ñïðè÷èíþâàëî çá³ëüøåííÿ
àêòèâíîñò³ ïðîòåàñîìè â òêàíèíàõ ã³ïî-
êàìïà, à íàéá³ëüøîþ ì³ðîþ � â ñèíàïòî-
ñîìàõ íåéðîí³â ö³º¿ ÷àñòèíè ìîçêó [1].
Òàêîæ íàìè ïîêàçàíî, ùî ââåäåííÿ áëîêà-
òîðà ñèíòåçó ãëþêîêîðòèêî¿äíèõ ãîðìîí³â
ìåòèðàïîíó ïðèçâîäèëî äî çìåíøåííÿ
çàãèáåë³ íåéðîí³â ã³ïîêàìïà â ðàíí³é ïåð³îä
ðîçâèòêó öóêðîâîãî ä³àáåòó [25].

Òàêèì ÷èíîì, º óñ³ ï³äñòàâè ââàæàòè,
ùî ïðè öóêðîâîìó ä³àáåò³ çá³ëüøóºòüñÿ
âì³ñò ãëþêîêîðòèêî¿ä³â, ùî ñòèìóëþþòü
åêñïðåñ³þ ãåí³â ñóáîäèíèöü ïðîòåàñîìè,
çîêðåìà â êë³òèíàõ ã³ïîêàìïà. Äî òîãî æ
ïîêàçàíî,  ùî åêñïðåñ³ÿ  PSMB5 çá³ëü-
øóºòüñÿ îäíî÷àñíî â íåéðîíàõ òà â àñòðî-
öèòàõ, ùî ðîçòàøîâàí³ íàâêîëî íèõ. Ââàæà-
þòü, ùî íåéðîíè çá³ëüøóþòü ïðîäóêö³þ
PSMB5 ³ PSMB9 ó â³äïîâ³äü íà ä³þ ïðîçà-
ïàëüíèõ öèòîê³í³â, çîêðåìà γ-³íòåðôåðîíó,

ÿê³ ïðîäóêóþòüñÿ êë³òèíàìè àêòèâîâàíî¿
àñòðîãë³¿ [11]. Ïðèïóñêàºòüñÿ, ùî íàäì³ðíà
àêòèâàö³ÿ àñòðîöèò³â òà ¿õíÿ ïðîë³ôåðàö³ÿ
â ïðîöåñ³ íåéðîäåãåíåðàö³¿ ìîæå íåãàòèâíî
âïëèâàòè íà æèòòºä³ÿëüí³ñòü íåéðîí³â,
çîêðåìà âíàñë³äîê ñèíòåçó ïðîòåîãë³êàí³â,
ùî îáìåæóþòü íàäõîäæåííÿ ôàêòîð³â
ðîñòó,  íåéðîòðîô³í³â (NGF, NCGF) äî
íåðâîâèõ êë³òèí. Íåñòà÷à òðîô³÷íèõ öèòî-
ê³í³â º ôàêòîðîì çàïóñêó àïîïòîòè÷íî¿
çàãèáåë³ [12, 19]. Òàêîæ ìîæëèâèì ìåõà-
í ³ çìîì çàïóñêó  àïîïòîçó  â  íåéðîíàõ
ã ³ïîêàìïà ,  ùî åêñïðåñóþòü  íàäì³ðíó
ê³ëüê³ñòü ³ìóíîïðîòåàñîìè, º ³ìóííà â³äïî-
â³äü ëîêàëüíèõ ³ìóíîöèò³â ìîçêó íà êë³òèíè,
ùî ïðåçåíòóþòü íàäëèøîê ïåïòèä³â ó
êîìïëåêñ³ ç á³ëêàìè ãîëîâíîãî êîìïëåêñó
ã³ñòîñóì³ñíîñò³  ïåðøîãî òèïó [13]. Â³äîìî,
ùî ñóáîäèíèö³ ³ìóíîïðîòåàñîì, ÿê³ ³íäó-
êóþòüñÿ ³íòåðôåðîíîì, ïðèéìàþòü ó÷àñòü
ó ïðîöåñèíãó á³ëê³â  òà  ¿õ  ïðåçåíòàö³ ¿
ìîëåêóëàìè ÃÊÃÑ-I [3, 37]. Çá³ëüøåííÿ
ñòâîðåííÿ ïåïòèä³â äëÿ ïðåçåíòàö³¿ ÃÊÃÑ-
I ìîæå âïëèâàòè íà íåéðîíàëüíó ïëàñòè÷-
í³ñòü òà åëåêòðè÷í³ âëàñòèâîñò³ íåéðîí³â,
àëå ïèòàííÿ ùîäî ôóíêö³îíàëüíîãî çíà-
÷åííÿ öüîãî ïðîöåñó çàëèøàþòüñÿ íå äî
ê³íöÿ âèçíà÷åíèìè [7, 35].

Äåùî ñêëàäí³øå ïîÿñíèòè ðîçâèòîê
íåêðîçó íåéðîí³â ã³ïîêàìïà ïðè ìîäå-
ëþâàíí³ öóêðîâîãî ä³àáåòó. Ëàâèíîïîä³á-
íèé, íåðåãóëüîâàíèé, íåçâîðîòíèé õàðàêòåð
ðîçâèòêó íåêðîçó í³áèòî íå íàäàº ìîæëè-
âîñò³ ïðîòåàñîì³ âòðóòèòèñÿ â öåé ïðîöåñ.
Îäíàê â äåÿêèõ äîñë³äæåííÿõ ïîêàçàíî, ùî
ïðîòåàñîìíèé ïðîòåîë³ç áåðå ó÷àñòü â
äåãðàäàö³¿ ñóïåðîêñèääèñìóòàçè òà êàòà-
ëàçè � êëþ÷îâèõ àíòèîêñèäàíòíèõ ôåð-
ìåíò³â [8, 18, 20]. Ó áàãàòüîõ äîñë³äæåííÿõ
ïîêàçàíî, ùî àêòèâàö³ÿ ã³ïîòàëàìî-ã³ïî-
ô³çàðíî-íàäíèðíèêîâîçàëîçíî¿ ñèñòåìè, ùî
ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ³ ïðè ìîäåëþâàíí³ öóêðî-
âîãî ä³àáåòó, ñïðè÷èíþº çá³ëüøåííÿ ïðîäóê-
ö³¿ â³ëüíèõ ðàäèêàë³â [30, 36, 39]. Òàêèì
÷èíîì, çá³ëüøåííÿ åêñïðåñ³¿ ñóáîäèíèöü
ïðîòåàñîìè ç  ³ìîâ³ðíèì çá³ëüøåííÿì
àêòèâíîñò³ ïðîòåàñîìè, ìîæå âïëèâàòè íà

Åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ ñóáîäèíèöü ïðîòåàñîìè  (PSMB5 òà PSMB9) ó íåéðîíàõ ã³ïîêàìïà
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âì³ñò àíòèîêñèäàíòíèõ á³ëê³â, ³ âíàñë³äîê
öüîãî çá³ëüøóâàòè âðàçëèâ³ñòü êë³òèí äî
â³ëüíîðàäèêàëüíîãî óøêîäæåííÿ, íàñë³äêîì
÷îãî º íåêðîòè÷íà çàãèáåëü.

Óçàãàëüíþþ÷è âèùåíàâåäåí³ ðåçóëü-
òàòè, ìîæíà ä³éòè âèñíîâêó ïðî òå, ùî
ïîðóøåííÿ êîãí³òèâíî¿ ñôåðè ó ùóð³â ç
åêñïåðèìåíòàëüíèì öóêðîâèì ä³àáåòîì, à
ìîæëèâî ³  ëþäåé, õâîðèõ íà öóêðîâèé
ä³àáåò,  çóìîâëåí³  ã ³ïðåêñïðåñ³ºþ ñóá-
îäèíèöü ³ìóíîïðîòåàñîìè òà ïðîöåñàìè
àïîïòîòè÷íî¿  òà  íåêðîòè÷íî¿  çàãèáåë³
êë³òèí ã³ïîêàìïà. Çá³ëüøåííÿ àêòèâíîñò³
ñèíòåçó ìÐÍÊ ñóáîäèíèö³ PSMB9, òàêèì
÷èíîì, ìîæå ââàæàòèñÿ îçíàêîþ íåéðî-
äåãåíåðàòèâíîãî ïðîöåñó,  ùî º ïðèòà-
ìàííèì íå ò³ëüêè äëÿ  öóêðîâîãî ä³àáåòó,
àëå é äëÿ íåéðîïàò³é ³íøîãî ãåíåçó.

Þ.Â. Ëåáåäü, Â.Å. Äîñåíêî, Ã.Ã. Ñêèáî

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÌÐÍÊ ÑÓÁÚÅÄÈÍÈÖ
ÏÐÎÒÅÀÑÎÌÛ (PSMB5 È PSMB9) Â
ÍÅÉÐÎÍÀÕ ÃÈÏÏÎÊÀÌÏÀ ÏÐÈ
ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍÎÌ ÑÀÕÀÐÍÎÌ
ÄÈÀÁÅÒÅ: ÑÂßÇÜ Ñ ÏÐÎÖÅÑÑÀÌÈ
ÀÏÎÏÒÎÇÀ È ÍÅÊÐÎÇÀ

Ìíîãèìè èññëåäîâàíèÿìè äîêàçàíî, ÷òî äëèòåëüíîå
òå÷åíèå ñàõàðíîãî äèàáåòà ñîïðîâîæäàåòñÿ ðàçâèòèåì
äèñôóíêöèè ãèïïîêàìïà � ñòðóêòóðû, êîòîðàÿ ïðèíèìàåò
ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè êîãíèòèâíûõ ôóíêöèé è
îïðåäåëÿåò îñîáåííîñòè ñòðåññ-ðåàêòèâíîñòè. Öåëüþ
äàííîé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ñóáúåäè-
íèö ïðîòåàñîìû PSMB5 è PSMB9 â äèíàìèêå ðàçâèòèÿ
ñòðåïòîçîòîöèíîâîãî ñàõàðíîãî äèàáåòà ñ ïàðàëëåëüíûì
èçó÷åíèåì ïðîöåññîâ êëåòî÷íîé ñìåðòè (àïîïòîçà è
íåêðîçà) íåéðîíîâ â ðàçíûõ çîíàõ (ÑÀ1, ÑÀ2 è ÑÀ3)
ãèïïîêàìïà. Èçó÷åíèå ñîñòîÿíèÿ íåéðîíîâ ïðîâåäåíî ñ
èñïîëüçîâàíèåì õðîìàòèíîâîãî êðàñèòåëÿ Hoechst-33342
è ñ ïðèìåíåíèåì èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî ìàðêåðà
àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê êañïàçû-3. Ñ ïîìîùüþ
êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Olympus FV1000 îñóùåñòâëÿ-
ëè âèçóàëèçàöèþ êañïàçû-3 � èììóíîïîçèòèâíèõ êëåòîê è
íåéðîíîâ ñ ïðèçíàêàìè êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà (Hoechst-
33342) â ñðåçàõ ãèïïîêàìïà êðûñ íà 3-è è 7-å ñóòêè îò
ìîìåíòà ââåäåíèÿ ñòðåïòîçîòîöèíà. Óðîâåíü ýêñïðåññèè
ìÐÍÊ ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîìû PSMB5 è PSMB9 îïðåäå-
ëÿëè ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè â ðåàëüíîì
âðåìåíè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî íà 3-è è 7-å ñóòêè ðàçâèòèÿ äèàáåòà ïðîèñõîäèò
óâåëè÷åíèå óðîâíÿ  ìÐÍÊ PSMB9 (ñ 4,807 ± 0,392 äî

20,023 óñë. åä. ± 4,949 óñë. åä. íà 3-è ñóòêè è äî 20,253 óñë.
åä. ± 5,141 óñë. åä. íà 7-å ñóòêè). Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî
êëåòîê ñ ïðèçíàêàìè êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà îïðåäåëÿëîñü
íà 3-è ñóòêè â ÑÀ2 çîíå (11,51 %), à íà 7-å ñóòêè � â ÑÀ3
çîíå ãèïïîêàìïà (12,49 %), ÷òî óêàçûâàåò íà ðàçëè÷íóþ
èíòåíñèâíîñòü ãèáåëè êëåòîê ïóòåì íåêðîçà ïî ìåðå
ðàçâèòèÿ ñàõàðíîãî äèàáåòà. Óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
ïîçèòèâíèõ êëåòîê êañïàçû-3 (137,59 ìêì-2 ± 17,91 ìêì-2 â
êîíòðîëå, 143,39 ìêì-2 ± 21,45 ìêì-2 íà 3-è ñóòêè, 293,42
ìêì-2 ± 34,69 ìêì-2 íà 7-å ñóòêè) ñîïðîâîæäàëîñü
ñíèæåíèåì èõ ïëîùàäè (36,54 ìêì-2 ± 0,92 ìêì-2 â êîíòðîëå,
32,10 ìêì-2 ± 0,91 ìêì-2 íà 3-è ñóòêè è 30,53 ìêì-2 ± 1,05
ìêì-2 íà 7-å ñóòêè), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá àêòèâèçàöèè
àïîïòîòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Îáîáùàÿ âûøåèçëîæåííûå
ðåçóëüòàòû, ìîæíî ïðèéòè ê âûâîäó, ÷òî â 1-þ íåäåëþ
ðàçâèòèÿ ñàõàðíîãî äèàáåòà àêòèâèçèðóþòñÿ ïðîöåññû
ïîâðåæäåíèÿ è äåãåíåðàöèè êëåòîê ãèïïîêàìïà.
Êëþ÷åâûå ñëîâà: ñàõàðíûé äèàáåò 1-ãî òèïà, ãèïïîêàìï,
ïîâðåæäåíèå íåéðîíîâ, ïðîòåàñîìû

Y.V. Lebed, V.E. Dosenko, G.G. Skibo

EXPRESSION OF PROTEASOME SUBUNITS
PSMB5 AND PSMB9 MRNA IN HIPPOCAMPAL
NEURONS: LINK WITH APOPTOSIS AND
NECROSIS

There is a huge body of evidence showing that long-termed
diabetes mellitus is followed with hippocampal dysfunction.
The goal of this work was to investigate the expression of
proteasome subunits PSMB5 and PSMB9 mRNA in CA1,
CA2 and CA3 areas of hippocampus in parallel with pro-
cesses of cell death (apoptosis and necrosis) in development
dynamics of streptozotocine-induced diabetes. We have stud-
ied hippocampal neurons using chromatine dye Hoechst-33342
and immunohistochemical detection of apoptotic cell death
marker caspase-3. At day 3 and 7 after injection of
streptozotocine we have performed visualization of caspase-
3- immunopositive neurons showing signs of neurodegeneration
in hippocampal sections using confocal microscope Olympus
FV1000. The rate of proteasome subunits PSMB5 and PSMB9
mRNA expression was determined with RT-PCR. The results
indicated elevation of PSMB9 mRNA content (from 4,807 ±
0,392 arbU up to 20,023 ± 4,949 arbU on day 3 and up to
20,253 ± 5,141 arbU on day 7). A maximal number of cells
with signs of chromatin condensation was observed at day 3
and day 7 in CA2 and CA3 area (11,51% and 12,49%
respectively). That indicates an intensification of proapoptotic
processes. Summarizing the results presented above we can
conclude that during the first week of diabetes mellitus devel-
opment, hippocampal cells undergo the process of impairment
and degeneration.
Key words: type 1 diabetes mellitus, hippocampus, neuronal
injury, proteasome.
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