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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ 

HIF-1 – фактор, що індукується гіпоксією 

EPO – еритропоетин 

MTF-1 – металло-транскрипційний фактор 

NFkβ – ядерний фактора-кβ 

HRE – hypoxia response element (елемент відповіді на гіплксію) 

ARNT – aryl hydrocarbon nuclear translocator (арильний вуглеводневий 

ядерний транслокатор) 

ODDD – киснево-залежний деградаційний домен 

N-TAD – N-термінальний трансактиваційний домен 

C-TAD – С -термінальний трансактиваційний домен 

FIH-1 – фактор інгібування HIF-1 

VEGF – судинний ендотеліальний фактор росту 

NOS2 – NO-синтетазa 

MAPK – протеїнкіназa активована мітогенами 

КГД – киснево-глюкозна депривація 

АПК – аноксичне прекондиціювання 

ДПД – інгібітор HIF-пролілгідроксилаз – 2,4- піридиндикарбоксильний 

оксид діетилового естеру 

NSE – нейрон специфічна енолаза (Neuron specific enolase) 

ІУ – ішемічне ураження 

RT-PCR – полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) в реальному часі 

SC RT-PCR – полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) в реальному часі 

поодиноких нейронів 

r-TPA – рекомбінантного активатору тканинного плазміногену  

PMCA – Ca2+-AТФаза плазматичної мембрани  

SERCA – Ca2+-AТФаза ендоплазматичного ретикулуму 

NCX – Натрій-кальцієвий обмінник  

АІФ – фактору індукованого апоптозом  
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АТФ – аденозинтрифосфат 

NMDA – N–метил d–аспартат  

АMPA – α-аміно-3-гідрокси-5-метил-4-ізоксазолепропіонієвої кислоти  

ASICs – Са2+ проникні протон-чутливі йоні каналів  

ЕР – ендоплазматичний ретикулум 

ІСАМ-1 – внутрішньоклітинні молекули адгезії  

РАRP – полі (АДФ рибози) полімераза 

ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота 

РНК - рибонуклеїнова кислота 

VGC – потенціал керовані кальцієві канали 

RGC – рецепторкеровані кальцієві канали 



 6 

ВСТУП 

Актуальність теми 

Підтримання кисневoгo гoмеoстазу – неoбхідна умoва існування 

живого на землі. Відoмo, щo за умoв зниження рівня кисню порушується 

синтез мoлекул АТФ, прoдуктів прoміжнoгo рoзпаду глюкoзи та чисельних 

залежних від кисню процесів біохімічного синтезу, які лежать в основі 

метаболізму жирних кислoт, вуглевoдів, амінoкислoт, що призводить дo 

пoшкoдження і деградації білків та пoрушення експресії генів [1]. Тому 

дoслідження мoлекулярних механізмів, в основі яких лежить можливість 

попереджувати та модулювати відповідь організму до зниження рівня 

кисню, є важливою частиною фундаментальної фізіології. Особливу увагу 

привертає розробка перспективних напрямків запобігання тяжких уражень 

при гіпoксичних станах, які присутні у патoгенезі, зокрема, церебральної та 

міoкардіальної ішемії (інсульт, інфаркт), ракових перероджень, хрoнічних 

хвoрoб серця та легень, деменцій та інших. 

Ішемічне ураження мозку за даними Всесвітньої Організації Охорони 

Здоров'я поступається місцем за рівнем смертності лише ішемії серця. 

Внаслідок ішемічнoгo інсульту гине чверть хвoрих, а пацієнти, щo 

перенесли інсульт, страждають від наслідків ураження, що може 

призводити до пoрушення пам’яті,  рухів (часткoвий або пoвний параліч), 

афазії (часткова чи повнавтрата мови), психічних рoзладів. Згідно 

статистики oдин із шести пацієнтів перенoсить пoвтoрний інсульт прoтягoм 

наступних 5 рoків із високою летальністю. Пацієнти, які перенесли інсульт, 

потребують постійної допомоги (близько 30%), не можуть самостійно 

пересуватися (близько 20%), що спричиняє тяжкі наслідки психологічного 

та соціального характеру, і лише незначна частина пацієнтів зберігає 

працездатність (близькo 8-12%) [2]. Для попередження інсульту та 

полегшення наслідків від ішемічнoгo ураження ведуться численні 
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дoслідження, де ключова увага приділяється вивченню ендoгеннoї 

нейрoпрoтекції. В основі таких досліджень лежить факт неоднорідності 

уражень мозку внаслідок ішемії, зокрема, різна чутливість структур мозку 

до ішемічного пошкодження, що спричиняє особливий інтерес щодо 

молекулярних механізмів, які опосередковують  толерантність до 

ішемічного ураження нейронів певних типів та селективну чутливість 

інших. Однак внутрішньоклітинні та молекулярні механізми тoлерантнoсті 

нейронів дo ішемічнoгo пoшкoдження залишаються на сьогодні не 

з’ясoваними. Одним із найбільш перспективних кандидатів на роль 

внутрішньоклітинного регулятора чутливості клітини до зміни доступності 

кисню є транскрипційний фактор, що індукується гіпоксією, HIF-1. 

Численні дослідження ролі HIF-1 у фізіологічних та патофізіологічних 

процесах продемонстрували, що HIF-1 активує ряд генів-мішеней для 

компенсації кисневої недостатності [3–6]. Відповідно, модуляція активності 

HIF-1 відкриває нові перспективи для корекції кисневої недостатності на 

молекулярному та клітинному рівнях. Зокрема, інгібування активності HIF-

1 випробовується як новий терапевтичний підхід до лікування раку [7]. 

Проте роль HIF-1 у нейропротекції залишається на сьогодні неоднозначною, 

оскільки наявні експериментальні дані, що вказують одночасно на 

негативний ефект HIF-1 [7–9] та його нейропротективні властивості [10–13]. 

Цілком нез’ясованим залишається механізм активації нейропротективних 

чи, навпаки, про-апоптичних каскадів за участі HIF-1 у нейронах. У світлі 

цих даних особливий інтерес викликає роль HIF-1 у селективній чутливості 

нейронів різних зон гіпокампа, який є однією із найвразливіших структур 

мозку до ішемічного ураження. гіпокамп є частиною лімбічної системи, яка 

реалізує переведення короткострокової пам’яті в довгострокову та приймає 

участь у формуванні складної психо-емоційної поведінки. Тканина 

гіпокампа є зручною моделлю досліджень ішемічного ураження мозку, 

оскільки нейрони СА1 зони виявляють уразливість до ішемічного ураження, 

тоді як нейрони СА3 зони характеризуються резистентністю до ішемії [14–
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17]. В основі ураження мозку лежить Са2+-залежна загибель нейронів, 

спричинена тривалою активацією глутаматних рецепторів при 

метаболічному стресі за умов ішемії [18]. Дослідження молекулярних 

механізмів та ролі HIF-1 у ендогенній нейропротекції може надати 

відповідь щодо шляхів її потенційної активації  для попередження 

ішемічного ураження різних структур мозку. 

Зв’язoк рoбoти з наукoвими прoграмами, планами, темами 

Роботу виконано в рамках НДР, які викoнуються відділoм цитoлoгії 

Інституту фізіoлoгії ім. O. O. Бoгoмoльця НАН України (2009-2015 рр) 

«Вичення генетичнo-детермінoваних мoлекулярних механізмів 

міжклітиннoї та внутрішньoклітиннoї сигналізації в нoрмі та при 

патoлoгіях» (№ деравнoї реєстрації 0112U001475), «Механізми 

внутрішньoклітиннoї та міжклітиннoї сигналізації; вивчення шляхів їх 

мoдуляції та пoшук нoвих фармакoлoгічних впливів» (0107U010843), 

«Дoслідження мoлекулярнo-генетичних механізмів фізіoлoгічних та 

патoфізіoлoгічних прoцесів та рoзрoбка метoдів їх кoрекції» (0107U005336), 

«Мoлекулярні механізми клітиннoї сигналізації в нoрмі та патoлoгії: фoкус 

на іoнні канали» (0111U007525) 

Мета та задачі дoслідження 

Мета дослідження: з’ясувати молекулярні механізми ендогенної 

нейропротекції клітин СА1 і СА3 зон гіпокампа. 

Задачі дослідження:  

• Встановити рівень ішемічного ураження клітин СА1 та СА3 зон 

гіпокампа за умов моделювання ішемічного ураження у 

органотиповій культурі гіпокампа in situ шляхом киснево-

глюкозної депривації (КГД).  

• Дослідити зміни внутрішньоклітинної регуляції Са2+ у нейронах 

СА1 та СА3 зон гіпокампа внаслідок ішемічного ураження in situ. 
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• Розробити модель ендогенної нейропротективної адаптації до 

ішемічного ураження нейронів гіпокампа на основі 

короткострокового аноксичного прекондиціювання (АПК) та 

інгібування деградації субодиниці HIF-1α. 

• Дослідити зміну експресії HIF-1α та HIF-3α субодиниць фактору, 

що індукується гіпоксією (HIF-1), після КГД, АПК та їх поєднання. 

• З’ясувати вплив АПК та інгібування деградації субодиниці HIF-1α 

на рівень ішемічного ураження клітин СА1 та СА3 зон гіпокампа. 

• Дослідити вплив АПК та інгібування деградації субодиниці HIF-1α 

на порушення внутрішньоклітинної регуляції Са2+ у нейронах СА1 

та СА3 зон гіпокампа при ішемічному ураженні гіпокампа. 

• З’ясувати механізми, які лежать в основі порушеної регуляції 

внутрішньоклітинного гомеостазу Са2+ у нейронах СА1 та СА3 зон 

гіпокампа та модулюються АПК і стабілізацією субодиниці HIF-1α. 

Об’єкт дослідження – селективна чутливість нейронів різних зон 

гіпокампа до ішемічного ураження.  

Предмет дослідження – молекулярні механізми відповіді СА1 та СА3 

нейронів гіпокампа на моделювання ішемічного ураження, АПК та 

інгібування HIF-пролілгідроксилаз.  

Методи дослідження. Для досягнення поставленої мети 

використовувалися наступні методи: 

• приготування та культивування органотипової тканини гіпокампа; 

• моделювання ішемічного пошкодження шляхом киснево-глюкозної 

депривації (КГД) in situ; 

• моделювання аноксичного прекондиціювання (АПК) in situ; 

• морфо-функціональна оцінка життєздатності органотипової культури 

гіпокампа з використанням вітального барвника йодиду пропідію, ПЙ; 

• моделювання стабілізації субодиниці HIF-1α шляхом інгібування 

HIF-пролілгідроксилаз за допомогою  селективного блокатора 2,4-

піридиндикарбоксильного оксиду діетилового естеру (ДПД); 
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• оцінка зміни експресії генів на рівні мРНК в поодиноких нейронах та 

у СА1 та СА3 зон гіпокампа за допомогою ПЛР у реальному часі; 

• флуоресцентне вимірювання концентрації іонізованого Са2+ у 

цитоплазмі нейронів СА1 та СА3 зон гіпокампа; 

• статистична обробка отриманих результатів.  

Наукова новизна одержаних результатів.  

Розроблено протокол проведення АПК для отримання оптимального 

нейропротективного ефекту для органотипової культури гіпокампа. Вперше 

продемонстровано зміни рівня експресії HIF-1α та HIF-3α субодиниць у 

поодиноких нейронах СА1 та СА3 зон гіпокампа та показано, що 30-

хвилинна КГД призводить до зниження рівня експресії HIF-1α та HIF-3α в 

нейронах СА1 і СА3 зон гіпокампа. Виявлено, що АПК призводить до 

відновлення  ішемічних змін рівня експресії HIF-1α та HIF-3α в нейронах 

обох зон гіпокампа. Вперше встановлено нейропротективний ефект АПК та 

інгібітора деградації HIF-1α ДПД на виживання клітини різних зон 

гіпокампа та на регуляцію внутрішньоклітинного гомеостазу Са2+ у 

нейронах СА1 та СА3 зон гіпокампа шляхом модуляції експресії генів, що 

кодують Ca2+-AТФази плазматичної мембрани та ендоплазматичного 

ретикулуму (PMCA та SERCA). Запропоновано механізм 

нейропротективного ефекту HIF-1, який опосередковується шляхом 

активації експресії генів, що кодують Ca2+-AТФази, сприяє регуляції  

внутрішньоклітинного гомеостазу Са2+ у нейронах СА1 та СА3 зон 

гіпокампа та лежить в основі зменшення Са2+-індукованої токсичності при 

ішемічних станах. 

Теоретичне та практичне значення одержаних результатів.  

Результати дисертаційної роботи передусім мають фундаментальну 

значимість, оскільки демонструють механізми селективної ендогенної 

нейропротекції та поглиблюють розуміння особливостей відповідей 
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нейронів на ішемічне ураження. Крім того, виявлені механізми створюють 

підґрунтя для подальшого деталізованого дослідження активації та 

модуляції роботи генів-мішеней  задіяних у нейрональних відповідях при 

ішемічному ураженні мозку. Результати дослідження розкривають 

механізми нейропротективної дії блокатора HIF-пролілгідроксилаз, ДПД. 

Виявлені нами нейропротективні властивості ДПД можуть бути надалі 

використані для розробки фармакологічних підходів з метою зниження 

рівня ушкодження клітин гіпокампа при ішемічних станах та для 

вдосконалення вже існуючих методів фармакотерапевтичного лікування 

ішемічного ураження мозку. 

Особистий внесок здобувача.  

Науковий пошук та обґрунтування вибраного напрямку досліджень, 

виконання експериментів та інтерпретація отриманих результатів 

проводились здобувачем особисто за участі керівника наукової роботи та 

співавторів публікацій. Усі дослідження здійснені за безпосередньої участі 

здобувача. Виділення та приготування проб для аналізу РНК по визначенню 

рівня експресії HIF-1α та HIF-3α, SERCA2b, PMCA1 та PMCA2 проводилося 

здобувачем особисто. Культивування органотипової культури гіпокампа та 

визначення життєздатності нейронів гіпокампа за допомогою забарвлення 

ПЙ проведено за підтримки пров. наук. співробітника відділу цитології 

Інституту фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України, к.б.н. Лушнікової 

І.В. Флуоресцентна реєстрація змін концентрації кальцію ([Ca2+]і) у 

цитоплазмі нейронів СА1 та СА3 зон гіпокампа проводилося під 

керівництвом та спільно з ст. наук. співробітником лабораторії сенсорної 

сигналізації відділу загальної фізіології нервових систем Інституту 

фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України к.б.н. Копач О. В. У розробці 

концепції роботи, обробці та інтерпретації експериментальних результатів 

брали участь співавтори публікацій. 
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Автор щиро вдячний науковому керівникові д.м.н. проф. Скибо Г. Г. 

та співробітникам відділів цитології та загальної фізіології нервових систем 

Інституту фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України за корисні поради 

під час планування експериментів та обговорення результатів. Автор 

висловлює подяку завідуючому відділом загальної та молекулярної 

патофізіології д.м.н. В. Є. Досенку за консультування по підбору праймерів 

для ПЛР у реальному часі. Автор щиро вдячний к.б.н. Копач О. В., д.б.н. 

Білану П. В. та д.б.н. Войтенко Н. В. за допомогу у дослідженні змін 

кальцієвого гомеостазу в нейронах гіпокампа та за плідну співпрацю. Автор 

висловлює подяку співробітникам Міжнародного центру молекулярної 

фізіології НАН України м.н.с. Болдирєву О. І. та м.н.с. Гулак К. Л. за 

допомогу у виділенні РНК. 

Апрoбація результатів дисертації 

Oснoвні пoлoження дисертації слухали та oбгoвoрювали на наступних 

наукових конференціях:  

− Всеукраїнська наукoва кoнференція "Біoлoгічні дoслідження мoлoдих 

учених в Україні" (Київ; 2009);  

− COST B30 “Cellular Neuropathology: In Vitro Models” (Kiev, 2010);  

− Всеукраїнська наукoвo-практична кoнференція з міжнарoднoю участю 

«Церебральна недoстатність, мoрфoгенез, нейрoпрoтекція та 

інтенсивна терапія» (Запoріжжя, 2010);  

− Всерoсійська кoнференціія за міжнарoднoю участью «Механизмы 

регуляции физиoлoгических систем oрганизма в прoцессе адаптации к 

услoвиям среды», (Санкт-Петербург, 2010);  

− COST TD0901: HypoxiaNet OXYGEN 2011 (Davos, Switzerland 2011);  

− V Congress of the Ukrainian Society for Neuroscience (Kiev, 2011);  

− Всеукраїнська наукoва кoнференція мoлoдих учених «Фізіoлoгія від 

мoлекули дo oрганізму» (Київ 2011);  

− VII Parnas Conference (Warsaw, Poland, 2011);  
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− VIII міжнарoдній наукoвій кoнференції студентів та аспірантів 

«Мoлoдь і пoступ в біoлoгії» (Львів, 2012); 

− II Міжнарoдній наукoвій кoнференції «Висoкoгірна гіпoксія і генoм» 

(Терскoл, Рoсія 2012);  

− Neuroscience 2012, SfN's (Society for Neuroscience) 42nd annual meeting, 

(New Orleans, USA 2012);  

− 8-th FENS forum of Neuroscience, (Barcelona, Spain 2012);  

− Neuroscience 2013, SfN's (Society for Neuroscience) 43nd annual meeting 

(San Diego, USA 2013)  

Публікації 

Результати дисертаційної роботи опубліковано в 20 публікаціях: 6 

статтей у фахових наукових журналах затверджених ВАК України, та 14 

тезах доповідей кoнференцій, симпoзиумів та з’їздів у відповідних 

виданнях. 

Структура та обсяг дисертації  

Дисертація складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів 

та методів дослідження, викладення результатів, аналізу і узагальнення 

результатів дослідження, висновків та списку використаних джерел. Робота 

викладена на 147 сторінках стандартного машинопису та проілюстрована 50 

рисунками. Перелік використаної літератури містить 310 посилань. 
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РОЗДІЛ 1 ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1  Гіпоксичне та ішемічне ушкодження мозку 

В організмі людини мозок становить всього 2% від загальної маси 

тіла, але в той же час використовує для задоволення власних енергетичних 

потреб 20% енергії, що генерується. Більша частина цієї енергії 

викорисовується нейронами для підтримання потенціалу спокою та 

відновлення концентрації іонів після синаптичної передачі. Деяка енергія 

також необхідна для підтримки синтетичної та катаболічної активності 

нейронів і гліальних клітин. Енергія для забезпечення перебігу цих процесів 

отримується за рахунок гідролізу АТФ. Окрім невеликих запасів глікогену в 

астроцитах, мозок енергетичних запасів не має. Енергетичний вихід 

гліколізу значно менший, ніж циклу Кребса, тому він не може ефективно 

забезпечувати безперебійну роботу клітин мозку. Альтернативних джерел 

енергії, як креатинфосфат в м'язах, мозок не має. Окисне фосфорилювання 

глюкози залишається єдиним джерелом енергії для нього. Тому мозок 

потребує безперебійного постачання кисню та глюкози. Порушення 

церебрального кровопостачання, гіпоксія, гіпоглікемія чи важка анемія 

викликає енергетичну кризу [19]. Гіпоксичне ураження може бути 

спричинене тривалим перебуванням у замкнених приміщеннях, підйомом на 

значну висоту, де парціальний тиск кисню буде меншим, високим фізичним 

навантаженням, здатним спричинити перевантаження людини та багатьма 

іншими факторами. При тривалих порушеннях кровопостачання нестача 

кисню може досягати критичного рівня і призводити до летальних 

наслідків. Найрозповсюдженішою причиною припинення кровопостачання 

мозку є глобальне ураження, що може розвиватися в наслідок серцевого 

нападу, чи ішемічного інсульту. Близько 80% інсультів спричинені 

ішемічним інфарктом головного мозку, решта 20% припадає на 

геморагічний інсульт. Ішемічний інсульт може бути обумовлений як 
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зниженням доступності артеріальної крові, яка постачає тканини головного 

мозку глюкозою, киснем та поживними речовинами, так і венозною 

оклюзією. Венозна оклюзія призводить до розвитку набряку мозку, і може 

викликати як ішемію так і крововиливи у мозку. Тромбоз (атеросклероз, 

фіброзно-м'язова дисплазія і т. ін), емболія та системна гіпоперфузія 

(зниження перфузійного тиску до 50 мм рт.ст. зі зниженням кровотоку) 

спричиняють ішемічне ураження мозку. 

Тромболітичний та емболічний інсульт, як правило, фокальні або 

мультифокальні за своєю природою, в той час як гіпоперфузія спричиняє 

глобальні ушкодження мозку. 

При фокальному ішемічному пошкодженні мозку згусток крові 

перекриває церебральну судину і знижується приплив крові до певної 

області мозку, що підвищує ризик загибелі клітин в саме цій конкретній 

області [20]. 

Глобальне ішемічне ушкодження мозку відбувається через 

припинення чи різке зниження постачання крові до мозку і зазвичай 

викликане зупинкою серця. Якщо достатній кровообіг відновлюється 

протягом короткого періоду часу, симптоми ішемічного ушкодження 

можуть носити тимчасовий характер. Однак, якщо відновлення 

кровопостачання швидко не відбудеться, пошкодження головного мозку 

може бути критичним. Реперфузія (відновлення кровопостачання) має 

важливе значення для відновлення ушкоджених тканин мозку, але також 

може призвести до реперфузійного пошкодження [21]. Нейрони більш 

чутливі до ішемічного ураження, ніж гліальні клітини, оскільки вони мають 

вищі енергетичні потреби і виробляють глутамат. Не всі структури мозку та 

навіть не всі нейрони, мають однакову вразливість до ішемічного ураження: 

найбільш вразливими, за літературними даними, є пірамідальні нейрони 

СА1 зони гіпокампа, пірамідальні нейрони неокортексу. Кора головного 

мозку чутливіша за таламус, таламус за стовбур мозку. Спинний мозок 

може залишатися повністю неушкодженим, навіть якщо інші системи ЦНС 
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сильно постраждали. Цікаво що селективна вразливість спостерігається не 

лише в різних відділах мозку, а й в межах однієї структури. Нейрони СА1 та 

СА3 зон гіпокампа мають різну чутливість до ішемічного ушкодження 

[14,15,22,23]. 

1.2. Молекулярні механізми розвитку ішемічного ушкодження мозку 

Патогенез церебрального ішемічного ушкодження включає 

багаточисленні процеси, які мають загальний алгоритм як в нейронах 

гіпокампа, так і в нейронах будь-якого іншого відділу мозку, проте можуть 

розвиватися з різною швидкістю. Насамперед, це зниження продукування 

енергії, пригнічення аеробного і активація анаеробного шляху утилізації 

глюкози, порушення активного транспорту іонів через мембрани з 

розкриттям агоніст-залежних Са2+-каналів і підвищенням концентрації 

вільного цитозольного кальцію в нейронах, та відхилення в функціонуванні 

ексайтотоксичних медіаторів збудження, розвиток ексайтотоксичності та 

цитокін-опосередкованої цитотоксичності, накопичення вільних радикалів 

та багато ін. [1]. Всі ці події взаємопов’язані і зкоординовані, і можуть 

призвести до розвитку ішемічного некрозу, який спостерігається в 

ішемічному ядрі. Протягом декількох хвилин після ішемічного ураження в 

тканинах мозку, які знаходилися в зоні припинення кровопостачання 

клітини починають гинути. Некротичне ядро, утворене мертвими 

клітинами, оточують тканини які постраждали від ішемічного ураження 

меншою мірою і зберігають метаболічну активність, залишаючись 

функціонально неактивними через зниження кровопостачання [24,25]. Цю 

ділянку називають ішемічною напівтінню – пенумброю, і вона включає 

майже половину загального обсягу ураження на початкових стадіях і 

залишається тією областю за порятунок якої іде боротьба під час 

постішемічної терапії [26] . В зоні напівтіні спостерігається відстрочена 

загибель клітин, яку потенційно можна попередити [27,28]. 
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Клітини мозку мають швидкий енергетичний обмін, але невисоку 

енергетичну ємність [29]. Рівень АТФ виснажується протягом приблизно 3 

хвилин повної ішемії [30,31], порушується робота АТФ-аз залежних 

процесів, в першу чергу Na-/Ca2+ АТФ-аз, що веде до порушення іонного 

градієнту через мембрану. Це викликає зростання рівня позаклітинного К+ і 

вхід Nа+, йонів хлору Cl– та Са2+ в клітину. Зростання концентрації 

позаклітинного К+ викликає деполяризацію і відновлення амінокислотних 

транспортерів. При цьому і потенціал-керовані і рецептор-керовані Са2+ 

канали активуються, призводячи до збільшення вільного цитозольного Са2+. 

Масове вивільнення збудливих амінокислот, особливо глутамату, може 

призвести як до відновлення роботи транспортерів глутамату, так і до Са2+ 

залежного екзоцитозу [32]. Глутаматіндукована смерть пов'язна з 

апоптозом, присутня характерна фрагментація ДНК, морфологічні зміни, 

активація кальпаїну, обумовлене активацією каспази-3 розщеплення і 

інактивація Ca2+ помпи плазматичної мембрани (PMCA), в нейронах, 

транслокація фактору індукованого апоптозом (АІФ) з мітохондрій в 

цитоплазму і ядро [33].  

Значна роль у надлишковому вході Са2+ в клітину належить  ацидозу 

[34]. За умов низького рН активуються Са2+ проникні протон-чутливі йоні 

канали (ASICs), субодиниці ASIC1а, що відповідають за ацидоз 

опосередковане та глутаматрецертор незалежне ішемічне пошкодження.  

Одним із важливих факторів розвитку некрозу та апоптозу при 

ішемічному пошкодженні тканин, особливо при реперфузії є оксидативний 

стрес [35,36]. Кальмодулінзалежна регуляції NO-синтаз (NOS) веде до 

збільшення глутаматопосередкованої внутрішньоклітинної концентрації 

Са2+ після ішемічного ураження [31]. Ішемія викликає сплеск активності 

кальцій-залежної NOS-1 у нейронах та глії і вважається вторинною у 

відновленні повторного захоплення глутамату, активації NMDA рецепторів, 

наслідком якого є підвищення внутрішньоклітинного Ca2+. Активність всіх 

трьох форм NOS зростає після ішемії та реперфузії.  
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Розвиток запалення в тканинах мозку, під час ішемічного ураження чи 

після нього залежить від тяжкості та тривалості ішемії, є вторинним 

механізмом ураження після ішемічного інсульту і вважається одним із 

головних факторів реперфузійного пошкодження [37,38]. Експериментальні 

дані показують, що у відповідь на ішемічне ушкодження, мікроглія 

активується протягом декількох хвилин і продукує велику кількість 

прозапальних медіаторів, активуються фактор некрозу пухлин TNF-α, через 

2 години після ішемії активується інтерлейкін IL-1β і фактор активації 

тромбоцитів які можуть як посилювати пошкодження тканин [21,39,40], так 

і захищати мозок від ішемічного та ексайтотоксичного ушкодження [41–43]. 

(NF)-kВ також впливає на продукцію NOS та циклогексанази-2 (СОХ-2), яка 

опосередковує запалення.  

Неспроможні накопичувати глюкозу і залежні від постійної роботи 

кардіоваскулярної системи та від астроцитів, які забезпечують 

енергетичний обмін, нейрони реагують на ішемічне пошкодження 

неоднозначно, і ця реакція залежить як від тривалості ішемічного 

ушкодження так і від об'єму уражених тканин [44]. Перфузія, яка 

підтримується клітинами не ураженими ішемією, сповільнює розвиток 

пошкодження в пенумбрі. Зниження кровоточу там становить до 20-40% від 

нормального [45–47]. Тривалий час вважалося, що тканини в зоні інфаркту 

гинуть виключно шляхом некрозу [48], але в 1990–их роках було описано 

механізми загибелі клітин, які включали в себе фрагментацію ДНК та 

продукцію апоптичних тілець – апоптоз [49,50]. Саме апоптоз, вважається 

однією з причин відстроченої  загибелі нейронів [51], [52,53] хоча за 

деякими даними в мозку людини він відіграє менш драматичну роль в 

смерті нейронів ніж у випадку проведення досліджень на лабораторних 

тваринах [54–56]. Механізми відповіді на ішемічне ушкодження в ядрі 

ішемічного ураження та в пенумбрі, відрізняються.  
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1.3. Нейропротективний ефект короткострокового гіпоксичного та 

аноксичного прекондиціювання 

Розробка медичних препаратів та стратегій лікування ішемічного 

ураження ведеться постійно, але значних зрушень з моменту відкриття 

рекомбінантного активатору тканинного плазміногену (r-TPA) 20 років тому не 

було. Використання гепарину, аспірину, дипірамідолу, клопідогрелю не дають 

виразного лікувального ефекту, а наявність у r-TPA побічних ефектів і 

обмеженість його використання через трьох године терапевтичне вікно, значно 

лімітує коло його використання. Постійно ведеться пошук фармакологічних та 

терапевтичних засобів здатних попереджувати чи нівелювати розвиток 

ураження взагалі [57,58]. Клінічні випробування більшості провідних методів 

нейропротективного лікування не дають очікуваних ефектів і не відрізняються 

безпечністю. Однією з причин таких невдач може бути неправильно підібраний 

час для втручання в молекулярні процеси та не повне розуміння процесів 

загалом [58].  

Протективні властивості короткострокових гіпоксичних впливів 

досліджувалися з кінця 50-х [59]. У 1990 р. було показано, що 

короткострокові гіпоксичне прекондиціювання підвищує резистентність до 

тривалого ішемічного ураження нейронів гіпокампа [60]. Клінічні 

дослідження показали, що повторювані гіпоксичні прекондиціювання 

сприяють адаптації до ішемічного ураження [61,62], що співпадало з 

результатами отриманими in vitro [63]. Показано, що короткострокові 

повторювані аноксичні та гіпоксичні пре- та посткондиціювання мають 

виражені неуропротективні властивості і сприяють резистентності нейронів 

до ішемії [64]. Гіпоксичне прекондиціювання може достовірно знижувати 

наслідки ішемічного інсульту, а також поліпшити стійкість до інсульту. На 

базі досліджень прекондиціювань розробляються численні стратегії для 

лікування хворих, що перенесли ішемічне ураження [64]. 
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1.4. Функції гіпокампа та відповідь на ішемічне ураження 

В природних умовах гіпокамп забезпечує перенесення інформації про 

подію, яка відбувається в даний момент, переводить її з короткострокової 

пам’яті в довгострокову. Його пірамідні нейрони здатні до інтеграції та 

диференційованого управління сигналами, які надходять з різних аферентних 

сигнальних шляхів [65]. 

Гіпокамп є однією із найважливіших структур лімбічної системи, в 

якій знаходяться пірамідні нейрони, здатні продукувати регулярний тета-

ритм ЕЕГ, пов'язаний з певним рівнем емоційного напруження типу страху, 

агресії, сексуальної потреби. 

Гіпокамп поділяють на дорзальну та вентральну частини. Вибіркове 

руйнування цих структур мало впливає на швидкість утворення умовних 

рефлексів здобування їжі, проте значно утруднює їх зміцнення завдяки 

підвищенню рівня загальної збудливості і послабленню гальмівних 

процесів. Руйнування дорзального гіпокампа покращує, а вентрального – 

погіршує формування активних захисних реакцій. В обох випадках значно 

послаблюються процеси внутрішнього гальмування. 

Функції гіпокампа дуже різноманітні: від формування складних 

мотивацій і реалізації соціально-поведінкових актів до простих емоційно-

вегетативних реакцій. Гіпокамп здійснює також організацію реакцій 

організму на сигнали з малою ймовірністю підкріплення, він пов'язаний з 

"інформаційним компонентом" емоцій. Основні специфічні функції 

гіпокампа полягають у регуляції навчання та пам'яті, особливо у 

консолідації та відтворенні пам'ятного сліду. Вважається що формування 

пам'ятного сліду відбувається внаслідок тривалої pеверберації (циркуляції) 

нервових імпульсів по замкнених колах нейронів. 

З гіпокампом пов'язане явище "несправжнього пізнавання" (дежавю), 

згортка і розгортка пам'ятного сліду. Специфічні нейрони гіпокампа також 

реагують на складні біологічно значущі подразники, що відіграє важливу роль 
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при визначенні біологічної (а для людини – і соціальної) цінності інформації 

при формуванні доцільної поведінки та сприйняття предметів у просторі 

[65,66]. 

Вразливість нейронів до ішемічного ушкодження варіює у різних 

регіонах центральної нервової системи. Різні популяції нейронів у мозку також 

показують неоднакову сприйнятливість до ішемії. Численні дослідження 

показали що пірамідальні нейрони СА1 зони гіпокампа являються надзвичайно 

чутливими до ішемічного ушкодження і гинуть на 2-3 день після фокальної 

транзієнтної ішемії, в той час як в СА3 зоні пірамідальні нейрони залишаються 

життєздатними і виживають [67,68]. Механізми такої вибіркової загибелі клітин 

тривалий час залишаються не повністю зрозумілими і активно досліджуються. 

Висловлювалися припущення, що гіперактивність нейронів веде до 

накопичення зовнішньоклітинних ексайтотоксичних амінокислот протягом 

ішемії та значного збільшення вільного внутрішньоклітинного Са2+, що могло б 

викликати нейродегенерації [69,70]. Порівнювалися зміни калієвих струмів в 

гострій дисоційованій культурі нейронів гіпокампа за різних інтервалів після 

ушкодження в різних зонах і була показана неоднорідність калієвих струмів у 

різних зонах [71].  

Дослідження експресії генів в різних зонах гіпокампа за нормальних умов 

та при ішемічному ушкодженні показали, що за фізіологічних умов більше ніж 

1000 генів, які контролюють різноманітні процеси експресуються  в різних 

зонах не однаково. Порівняння експресії при ішемії та в нормі виявило майже 

5000 генів які контролюються ішемічним станом для обох регіонів гіпокампа 

[72].  

Загалом 5-7 хв ішемія in vitro при 36-37° C, або періодична ішемія на 

протязі 2-3 хв з аноксичною деполяризацією, призводить до швидкого 

пошкодження різних параметрів пірамідальних клітин CA1 зони, яке триває від 

8- до 14- годин життя зрізу. Дещо довша експозиція необхідна для 

пошкодження зубчастих гранулярних клітин для того, щоб зрізи дійсно 

показали ті ж зміни, що мають відбуватися в тканинах in vivo.  
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Пошкодження, отримані тканинами, включають пошкодження 

синаптичної передачі [73,74], синтезу білка [75,76], рівня ATФ [77], цілісності 

цитоскелету [78] і морфології нейронів [76]. Всі ці пошкодження відбуваються 

протягом перших 30 хв і зберігаються протягом періоду реперфузії [77,79,80]. 

Зміни в синтезі білка аналогічні тим, які спостерігаються in vivo, але повна 

втрата синаптичної передачі, дуже інтенсивні морфологічні пошкодження і 

руйнування цитоскелету, як правило, не спостерігаються так рано чи так 

вираженно in vivo, зрізи більш чутливі до ішемії, ніж клітини in vitro. 

Результати досліджень отримані на органотиповій культурі гіпокампа in vitro, 

такі як, швидкість зміни іонів, метаболітів, і синтезу білка, з результатами 

отриманими in vivo, співпадають. Пошкодження синаптичної передачі були 

вивчені саме з використанням органотипових зрізів гіпокампа [81,82]. 

Органотипові зрізи гіпокампа виконують дуже важливу роль, сприяючи 

аналізу механізмів ранніх змін при ішемічному ураженні нейронів СА1 та СА3 

зон. Досліджуючи молекулярні механізми селективної чутливості нейронів 

різних зон до ІУ можна зрозуміти, які саме процеси лежать в основі виживання 

нейронів, і яким саме чином можна стимулювати ендогенну нейропротекцію в 

інших нейронах мозку.  

1.5. Клітинні механізми, що забезпечують Са2+ гомеостаз 

Глутамат-опосередкована ексайтотоксичність та вхід великої кількості 

Са2+ відіграє важливу роль в розвитку ішемічного ураження, окрім того, вони 

задіяні також у розвитку відстроченої загибелі нейронів СА1 зони гіпокампа 

[83,84]. Дослідження транскрипційних факторів, білків та сигнальних систем, 

здатних забезпечувати Са2+ гомеостаз у клітинні, є багатообіцяючим для 

розуміння фундаментальних механізмів перебігу ішемічного ураження  та 

пошуку стратегій здатних попередити негативні та летальні наслідки.  

Системи та механізми, що контролюють вміст Са2+ в 

цитоплазматичному просторі. Концентрація вільного кальцію Са2+ в 

зовнішньоклітинному просторі становить 1,2 mM, в той час як концентрація 
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цитоплазматичного  кальцію близько 100 nM. Кальцієвим депо в клітині є 

ендоплазматичний ретикулум, вміст кальцію в ньому близько 0,5 mM. Для 

забезпечення сталого рівня йонів Са2+ плазматична мембрана, як правило, 

містить три системи: Са2+ канали, Са2+АТФ-азу, та Na+-Са2+ обмінник.  

Вхід кальцію за градієнтом концентрації здійснюється в основному Са2+ 

каналами плазматичної мембрани. Вихід же Са2+ здійснюється Са2+АТФ-азою 

(PMCA) та Na+-Са2+-обмінником (NCX). Найважливішими мембранними 

структурами, які контролюють концентрацію іонів Са2+ є кальцієві канали. При 

активації канали формують миттєві іоноселективні пори, через які іони кальцію 

проникають всередину клітини за градієнтом концентрації. В плазматичній 

мебрані є три основні типи каналів для входу кальцію: потенціалкеровані 

(VGC), рецепторкеровані (RGC), та канали регульовані вивільненням з депо 

(SOCC). Ці три канали мають різні кінетичні властивості, потенціал- та 

рецептор-керовані канали зазвичай дають короткі всплески високої 

інтенсивності в той час як канали керовані депо кальцію (SOCC) забезпечують 

менший, але постійний приток кальцію табл.1. [85]. 

 

Табл..1 Системи, що забезпечують гомеостаз йонів Са2+[86] 

Клітинна структура Забезпечення входу Забезпечення виходу 

Плазматична мембрана NXC,  

VGC, RGC, SOCC 

NXC,  

PMCA 

Мембрана ЕПР SERCA (RyRs), (IP3Rs) 

Мітохондріальна 

мембрана 

Мітохондріальний NXC, 

Юніпортер, ММСА 

Мітохондріальний NXC 

МРТ-пора 

 

При цьому в той час як, плазматична мембрана клітини містить кілька 

типів каналів, що опосередковують вхід Ca2+ з зовнішньоклітинного 

середовища, в ній наявна лише одна система для виведення йонів Ca2+ за межі 

цитоплазматичного простору - високоафінна, малоемністна Ca2+-АТФазу 

(кальцієва помпа плазматичної мембрани, PMCA – plasma membrane calcium 
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pump), що необхідну для підтримання сталого рівня Са2+, а також регулювання 

його цитоплазматичних осциляцій. Окрім цієї системи виведення Са2+ через 

плазматичну мембрану в клітині існує низькоафінний високоємністний 

Nа+/Ca2+-обмінник (NCX), в клітині Nа+/Ca2+-обмінник здатний як виводити 

Са2+ за межі клітини так і забезпечувати його накопичення в мітохондріях. До 

того ж депо ЕПР має Са2+-АТФазу (SERCA –Sarco/EndoplasmicReticulumСа2+-

ATPase), що також забезпечує вихід йонів Са2+ з цитоплазми до 

ендоплазматичного ретикулуму. Вихід же Са2+ з ендоплазматичного 

ретикулуму опосередковується двома типами каналів, що керуються 

рецепторами: ріанодинові канали (RyRs) та інозитол-1,4,5-трифосфатні (IP3Rs). 

Типи каналів на мембранах та їхнє співвідношення залежить від типу клітин 

[87]. 

Особливості функціонування Са2+ контролюючих систем: PMCA, 

SERCA, під час ішемічного ураження в нейронах гіпокампа. Надлишок 

внутрішньоклітинного Са2+, ексайтотоксична активність глутамату та супутнє 

утворення вільних радикалів значною мірою сприяють  загибелі нейронів в 

певних зонах гіпокампа [83,84]. Було показано, що за фізіологічних умов  в 

нейронах гіпокампа основну роль у зниженні рівня цитоплазматичного Са2+ 

відіграють  PMCA [88,89] і SERCA, тоді як вклад Na+-Ca2+-обмінника та 

мітохондрій в цьому процесі займає незначну роль, проте нехтувати вкладом 

мітохондрій в підтримання Ca2+-гомеостазу не варто [90]. 

PMCA. У ссавців чотири окремі гени кодують чотири ізоформи PMCA: 

PMCA-1, PMCA-2, PMCA-3 та PMCA-4 [87]. PMCA-1 та PMCA-4 

експресуються в переважній більшості тканин, PMCA-2 та PMCA-3 є більш 

тканинно-специфічними, це і тканини мозку, посмугована м'язова тканина. 

PMCA-2 присутня в нейронах Пуркіньє в мозочку, кохлеарних волосяних 

клітинах, матці, печінці, нирках. PMCA3 експресується в судинному сплетенні. 

Експресія РМСА регулюється іонами Са2+, що було досліджено на 

культурі нейронів і корелює з їхнім дозріванням. У гранулярних клітинах 

мозочку збільшення концентрації Са2+ у цитоплазмі змінювало патерн експресії 
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ізоформ РМСА. Відзначався високий рівень експресії усіченого варіанту 

РМСА-3, а експресія РМСА-4 взагалі зникала [91]. Перепрограмування 

транскрипції РМСА відіграє важливу роль у виживанні нейронів, а регуляція 

експресії РМСА може мати вирішальне значення для виживання клітин при 

патологічному збільшенні концентрації внутрішньоклітинного Са2+ [92]. В 

нейронах гіпокампа щурів транскрипція всіх ізоформ РМСА в культурі була 

значно підвищена, загальне збільшення Са2+ супроводжувалося змінами в 

експресії та клітинній локалізації різних ізоформ [93]. 

Нейрон специфічна ізоформа PMCA-2 розщеплюється in vivo після 

ішемічного ушкодження мозку, і після ексайтотоксичної стимуляції в нейронах 

запускається апоптоз. Наслідками інгібування РМСА була загибель нейронів 

пірамідального шару у СА1 зоні гіпокампа [94]. Фраментація РМСА-2 в 

експериментах in vitro відбувалася більш обширно, що пояснювалося більшою 

концентрацією каспаз в експериментах [95]. Цікаво, що при дослідженні СА1-

толерантних до ішемічного ураження нейронів гіпокампа на монгольських 

піщанках, було показано значне зниження рівня PMCA-1 за умов летального 

ішемічного ураження [94], а за умов 2-хв. ішемічного ураження, навпаки 

спостерігалося зростання рівня експресії РМСА1 [96].  

SERCA. У ссавців SERCA кодується трьома генами АТР2А 1-3, кожен з 

них в свою чергу кодує кілька ізоформ: SERCA-1a,b, SERCA-2a-c, SERCA-3a-f 

(9-13, 26). Серед всіх цих ізоформ SERCA-2 основна, якщо не єдина яка була 

знайдена в майже усіх регіонах мозку. SERCA1 не детектувалася у мозку 

взагалі, а SERCA-3 була знайдена на досить високому рівні лише у нейронах 

Пуркіньє мозочка і в корі головного мозку [97]. 

SERCA-2 завдяки альтернативному сплайсингу являються тканино 

специфічними [98]. SERCA-2a експресується у скелетних, гладеньких та 

посмугованих м'язах [99]. SERCA-2b має високий рівень експресії в 

пірамідальних нейронах гіпокампа [100]. 

Під час ішемічного пошкодження спостерігалося швидке і значне 

зростання рівня внутрішньоклітинного [Са2+]i у нейронах CA1 зони гіпокампа 
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іn vivo та в органотиповій культурі гіпокампа. Глутаматна ексайтотоксичність 

та спричинена нею висока концентрації [Са2+]i і вважається головним 

механізмом нейронального ішемічного пошкодження. Дослідження ж на 

дисоційованій культурі СА1 нейронів гіпокампа показали, що енергетичний 

дефіцит викликає швидке порушення гомеостазу Са2+ в ендоплазматичному 

ретикулумі та призводить до незворотнього зростання [Са2+]i  та ушкодження 

нейронів за відсутності глутаматної експозиції. Було показано також, що вхід 

Са2+ через потенціал-керовані канали та NCX посилює дезрегуляцію Са2+ 

гомеостазу, але не є його основною причиною. Вихід Са2+ з ендоплазматичного 

ретикулуму під час ішемії спричинений в основному недостатнім рівнем 

роботи SERCA, через недостатній енергетичний рівень, який в свою чергу 

обумовлений погіршенням функціонування мітохондрій в перші ж хвилини 

КГД (киснево-глюкозної депривації) [101].  

В роботі по дослідженню SERCA-2 в кардіоміоцитах при гіпоксичному 

ураженні [102] було показано значне зниження рівня експресії SERCA-2, що 

корелювало з високим рівнем альфа субодиниці транскрипційного фактору 

HIF-1 (HIF-1α). Робота цього ж транскрипційного фактору за останніми даними 

впливає і на роботу ще однієї системи, здатної знижувати рівень 

цитоплазматичного Са2+.  

В дослідженнях постішемічних змін в гіпокампі при 8 хв. глобальній 

ішемії було показане зниження рівня білка NCX1 в нейронах СА1 зони, в той 

час як в нейронах СА2 та СА3 зони рівень не змінювався [103]. Нокдаун NCX1 

збільшує ішемічне пошкодження мозку, і є одним із генів-мішеней HIF-1, а 

індукована HIF-1 надекспресія NCX1 має нейропротективний ефект [104]. 

Супресія NCX3 приводила до загибелі нейронів в усіх зонах гіпокампа після 

ішемічного ушкодження. Дослідження проводилися на органотиповій культурі 

гіпокампа, і було виявлено що при видаленні NCX3 рівень смертності клітин 

спостерігався більшою мірою в СА3 зоні та DG в порівнянні з СА1 [105].    

Останні дослідження показують, що такі добре відомі системи, як РМСА 

та SERCA за умов ішемічного ураження в нейронах відіграють важливу роль і 
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розуміння механізмів їхньої активації та стабілізації може дати поштовх у 

пошуку ендогенних нейропротективних стратегій попередження негативних 

наслідків ішемічного ураження. Взаємозв’язок же цих систем з одним із 

ключових факторів відповіді на зміну доступності кисню – HIF-1, може 

відігравати в цих адаптивних процесах надзвичайно важливу роль, яка на даний 

момент залишається майже не дослідженою і не розкритою. 

1.6. Фактор, що індукується гіпоксією кисневий сенсор клітин 

У 1992 році групою дослідників із університету Джона Хопкінса у 

Балтіморі на чолі з Грегом Семензою було вперше ідентифіковано 

транскрипційний фактор, що індукується гіпоксією (hypoxia-inducible factor, 

HIF) [106–109]. HIF-1 є гетеродимерним транскрипційним комплексом, що 

складається з двох субодиниць: β-субодиниці, яка конститутивно експресується 

у клітинах, та α-субодиниці, стабільність і рівень експресії якої регулюється 

рівнем кисню [110]. На сьогодні родина HIF-1 включає ідентифіковані 3 

підтипи α-субодиниці: HIF-1α, HIF-2α та HIF-3α, та 3 підтипи β-субодиниці: 

HIF-1β, HIF-2β та HIF-3β, які кодуються різними генами та характеризуються 

особливостями молекулярно-структурної організації і функціональної ролі 

[111–114]. Клітинні та молекулярні механізми, в яких задіяний HIF-1, активно 

досліджуються з моменту відкриття транскрипційного фактору і дотепер. Такий 

інтерес обумовленний в першу чергу практичною значимістю розуміння 

фундаментальних механізмів, які опосередковує HIF-1, що дозволяє ефективно 

модулювати фізіологічну адаптацію до гіпоксичних станів від рівня поодинокої 

клітини через кластер клітин до тканин та організму в цілому. Крім того, 

дослідження генів-мішеней, які активуються HIF-1, дало значний поштовх у 

розумінні патології функціонування злоякісних новоутворень [115] та 

нейродегенеративних захворювань, зокрема хвороби Паркінсона [116,117], 

Альцгеймера [118,119] та Хантінгтона [120,121]. 

Молекулярно-структурна організація субодиниць HIF комплексу. 

Субодиниці α та β, що входять до складу комплексу HIF-1 і формують 
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гетеродимер, є білками родини bHLH-PAS, які характеризуються наявністю 2  

доменів (Рис. 1): базового домену-мотиву типу "спіраль-петля-спіраль" (basic 

helix-loop-helix, bHLH) та PAS домену, назва якого є акронімом першого 

відкритого білка родини PAS (Drosophila period (Per) and single-minded (Sim) 

proteins and mammalian aryl hydrocarbon receptor (AHR) and aryl hydrocarbon 

receptor nuclear translocator (ARNT) protein) [111]. Домени bHLH та PAS 

забезпечують гетеродимеризацію α- і β-субодиниць між собою та наступне 

зв’язування утвореного гетерокомплексу із ДНК. 

Субодиниця α містить два термінальні трансактиваційні домени: C-TAD 

та N-TAD (C-terminal та N-terminal transactivation domains), які також відомі як 

CAD та NAD [122]. NAD термінальний трансактиваційний домен містить 

кисень-залежний деградаційний домен ODD (Oxygen-dependent Degradation 

Domain) і забезпечує стабілізацію α-субодиниці, тоді як CAD домен забезпечує 

взаємодію комплексу HIF з коактиватором р300/CBP [123] та наступну 

активацію транскрипції генів-мішеней [124]. На сьогодні найбільш детально 

досліджено молекулярно-структурну організацію субодиниці HIF-1α, яка була 

відкрита першою. Субодиниця HIF-2α, ідентифікована пізніше (у 1997 р), є 

структурно спорідненою до HIF-1α. Обидві субодиниці мають CAD та NAD 

термінальні трансактиваційні домени; амінокислотний склад субодиниці HIF-

2α є на 48% ідентичний HIF-1α. Однак, незважаючи на високу структурну 

гомологію, HIF-1α та HIF-2α активують різні гени-мішені [125]. Субодиницю 

HIF-3α було відкрито у 1998 році і її функціональна роль до сьогодні 

залишається малозрозумілою [126]. Структурно HIF-3α містить тільки NAD 

термінальний трансактиваційний домен і виступає негативним регулятором 

експресії генів, які індукуються гіпоксією. Сплайсинговий варіант HIF-3α 

(IPAS) має здатність приєднуватися до HIF-1α, інгібуючи таким чином його 

транскрипційну активність [127], а ізоформа HIF-3α4 приєднується до HIF-2α, 

блокуючи  роботу останнього [128–135].  

Субодиниця β конститутивно експресується у клітинах і має 3 

альтернативних сплайс-варіанти (HIF-1β, HIF-2β та HIF-3β). Вона містить лише 
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один трансактиваційний TAD-домен і може входити до складу різноманітних 

комплексів, які зв’язуються із ДНК.  

 

   
 

Рис. 1. Кристалографічна структура субодиниці HIF-1α: bHLH [136] 

домен (зліва) та PAS домен ендотеліального білку HIF-1 [137](справа).  

 

Тканинна специфічність експресії субодиниць HIF-1. Експресія α-

субодиниць у тканинах організму є неоднорідною і відрізняється для різних 

підтипів α-субодиниць. Субодиниця HIF-1α експресується у різних типах 

тканин, однак найвищий рівень її експресії виявлено у нервовій тканині, 

зокрема у нейронах [111,138]. Експресія субодиниці HIF-2α є більш тканинно-

специфічною і характерною для ендотеліальних тканин, нирок, легень, тканин 

серця, тонкого кишківника, гепатоцитів, підшлункової залози, а також 

нейробластом [139–143]. Подібно до HIF-1α субодиниці, субодиниця HIF-3α 

експресується у різних типах тканин [126]. Сплайсинговий варіант HIF-3α 

(IPAS) експресується переважно в клітинах Пуркіньє мозочку та епітелії 

рогівки; високий рівень експресії HIF-3α також було виявлено у тканинах 

легень та серця при гіпоксії [127,144]. 

Клітинна специфічність експресії різних субодиниць HIF-1 залишається 

остаточно нез’ясованою. Численні дослідження, присвячені встановленню 

особливостей клітинної  експресії субодиниць HIF-1 з використаням генно-

інженерних підходів, зіткнулись з проблемою того, що генетичне вимкнення 
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навіть однієї із субодиниць HIF-1 призводило до летальних наслідків. Так, за 

умов трансгенного нокауту субодиниці HIF-1α ембріони мишей гинули на 11 

день ембріонального розвитку внаслідок порушення розвитку кровоносних 

судин, дефектів формування нервової складки та серцевосудинної 

мальформації [145,146]. Трансгенний нокаут субодиниці HIF-2α призводив до 

загибелі ембріону на 16,5 день ембріонального розвитку внаслідок 

сповільненого серцевого ритму, неправильного злиття та ремоделювання 

судин, порушення розвитку легень [147]. Нокаут конститутивної субодиниці 

HIF-1β також супроводжувався дефектами формування кровоносних судин, 

ангіогенезу жовточного мішка і зябрової дуги, пригніченням розвитку ембріона 

та смертю на 10,5 день ембріонального розвитку [148,149]. Висока летальність 

генетичного вимкнення експресії однієї із субодиниць HIF-1 ускладнює 

дослідження клітинної специфічності та з’ясування функціональної ролі різних 

підтипів субодиниць HIF із застосуванням сучасних науково-методологічних 

підходів. 

Механізми активації та регуляції HIF-1 комплексу. Субодиниця HIF-

1α постійно експресується у клітинах, проте період її напіврозпаду за 

нормоксичних умов є коротким – ~ 5 хв. [150]. Внутрішньоклітинні ферменти 

родини проліл-гідролаз каталізують гідроксилювання пролінових залишків 

Pro402 та Pro564, що знаходяться в ODD домені HIF-1α. Ідентифіковано три 

ізоформи проліл-гідролаз (PHD1–3), які присутні у клітинах у різних кількостях 

[106,124,151]. Гідроксилювання пролінових залишків служить сигналом для 

впізнавання α-субодиниці білком pVHL (von Hippel-Lindau) та сприяє наступній 

протеасомній деградації α-субодиниці (Рис. 2) [112,152].  
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Рис. 2. Кисень-залежний механізм регуляції стабільності субодиниці HIF-1α 

(адаптовано із [153]). 

 

Альтернативним механізмом інактивації HIF-комплексу за умов 

присутності кисню є блокування взаємодії CAD термінального 

трансактиваційного домену субодиниці HIF-1α із коактиватором транскрипції 

p300/CBP [150]. Таке блокування опосередковується ферментом HIF-

аспарагініл-гідроксилазою, який інгібує HIF-1 (factor inhibiting HIF-1, FIH-1) 

[124,140]. Активація ферментів проліл-гідролаз та FIH-1 забезпечує блокування 

субодиниці HIF-1α та попереджує подальшу активацію транскрипції генів. 

За умов гіпоксії ферменти проліл-гідролази та FIH інактивуються, що 

супроводжується стабілізацією субодиниці HIF-1α, її подальшою 

транслокацією в ядро, де HIF-1α гетеродимеризується з субодиницею HIF-β з 

наступним приєднанням комплексу HIF до ДНК. Гетерокомплекс HIF взаємодіє 

з елементом відповіді на гіпоксію (hypoxia response element, HRE), та 

коактиватором транскрипції CBP/p300, що обумовлює активацію численних 

генів-мішеней [123]. 

Гени-мішені HIF-1. На сьогодні відомо більше 100 генів-мішеней, які 

активуються HIF-1. У людини HIF-1 прямо чи опосередковано регулює близько 
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2% генів ендотеліальних клітин артерій кровоносної системи [106,125,154]. 

Незважаючи на структурну схожість HIF-1α, HIF-2α та HIF-3α субодиниць, 

після димеризації з HIF-1β вони здатні активувати різні гени-мішені. 

Дослідження in vitro показали, що гетеродимер субодиниць HIF-β та HIF-1α 

активує гени, які кодують білки, що опосередковують клітинну відповідь на 

гостре гіпоксичне ураження, в той час як для комплексу HIF-β та HIF-2α 

характерна активація генів, які опосередковують клітинні реакції на помірну 

гіпоксію [133]. HIF-1 активує гени, які кодують еритропоетин (ЕРО), судинний 

ендотеліальний фактор росту (VEGF) [155]. Еритропоетин попереджує загибель 

нейронів в умовах окисного та азотно-окисного стресу in vitro та сприяє 

відновленню мозку після інсульту in vivo [156–161]. Це ключовий механізм, 

який лежить в основі характерних нейропротективних властивостей HIF-

комплексу. Однак, крім активації генів ЕРО та VEGF, у сфері впливу HIF-1 є 

також активація експресії генів, які кодують ET1 [162,163], проапоптичні білки, 

такі як р53, ВNIP3 та ін. [164,165] [166–169]. Зокрема, білок р53 є тригером 

апоптозу, що індукується гіпоксією, активуючи такі проапоптичні гени як Bax, 

NOXA, PUMA, PERP [165,166,170]. Як наслідок, активуються механізми 

апоптозу та зростає рівень клітинної смертності за умов гіпоксичного 

ураження. Таке різноманіття генів-мішеней, які активуються HIF-комплексом, 

відображає дуалізм ефектів, які опосередковуються HIF-1. 

Крім генів, які кодують експресію білків еритропоезу, ангіогенезу та 

проапоптичних білків, до генів-мішеней HIF-1 належать гени, що кодують 

експресію багаточисельних білків-регуляторів клітинного метаболізму. Серед 

них зокрема: металопротеїни – білки, які регулюють метаболізм заліза 

(трансферин, церулоплазмін, рецептор трансферину [171,172], глюкозні 

транспортери 1 та 3 – білки, що беруть участь у метаболізмі глюкози [169], 

PFKFB [173], білки позаклітинного матриксу, структурні білки цитоскелету, 

хемокіни, а також білки ліпідного метаболізму, судинного тонусу [174] та ін. 

Пошук генів-мішеней HIF-1 активно ведеться і сьогодні. Важливо зрозуміти, 

що в той час, як проводиться дослідження великої кількості генів задіяних у 
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відстрочених адаптивних реакціях, таких як васкуляризація ураженої зони, та 

активація еритропоезу, робіт по з’ясуванню взаємодії HIF-1 з системами 

підримання Са2+ гомеостазу на кілька порядків менше, хоча ці дослідження, які 

ми розглянемо нижче, мають бути не менш багатообіцяючими. 

Дуалізм HIF-опосередкованих клітинних відповідей при ішемічних 

станах. HIF-1 та онкогенез. У багатьох випадках злоякісних новоутворень у 

людей спостерігається надекспресія субодиниць HIF-1α і HIF-2α [175]. Це 

обумовлюється прогресуючою гіпоксією всередині пухлинної маси та 

адаптивних процесів, індукованих тривалою гіпоксією. Гіпоксичні умови, які 

створюються через відсутність судин у новоутворенній пухлині та 

недостатнього забезпечення тканин киснем, ведуть до стабілізації та активації 

HIF-1. Крім стимуляції гіпоксією, HIF-1 також активується фактором росту та 

онкогенами, які стимулюють виживання та проліферацію клітин [10], тим 

самим впливаючи на потенційну кореляцію між ростом тканин і їх кисневим 

забезпеченням. Фактори росту активують внутрішньоклітинні метаболічні 

шляхи, зокрема, каскади фосфорилювання, такі як мітоген-активовану протеїн 

кіназу (mitogen-activated protein kinase, MAPK), фосфоінозитид 3-кіназу 

(phosphoinositide 3-kinase, PI3K), і підсилюють відповідь HIF на гіпоксію за 

допомогою як посттрансляційного, так і трансляційного контролю [122]. Це 

підтверджують також результати імуногістохімічних досліджень, що виявили 

базовий рівень білка HIF-1α у доброякісних утвореннях, на противагу 

істотному підвищенню його рівня у первинних злоякісних пухлинах та у 

пухлинних метастазах [175,176]. Спостерігається пряма кореляцію між 

надекспресією HIF-1α та рівнем смертності пацієнтів  у клінічних дослідженнях 

[115].  

Крім HIF-1α, HIF-2α також приймає активну участь у прогресії пухлин 

[173,177]. Проонкотичний ефект HIF обумовлюється необхідністю посиленого 

постачання клітин киснем для забезпечення прогресивного росту пухлинної 

маси шляхом активації ангіогенезу та гліколізу – так званий ефект Варбурга. Ці 

процеси забезпечуються стабілізацією субодиниці HIF-1α з подальшою 
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активацією HIF-1 комплексу та наступною індукцією експресії еритропоетину 

та ендотеліального фактору росту судин. 

HIF-опосередкована нейропротекція та апоптоз. Клітинні ефекти, які 

опосередковує HIF-1 у нервовій тканині у відповідь на ішемічне ураження, 

виявляють дуалістичний та суперечливий характер. Численні дослідження 

продемонстрували, що вже через годину після ішемічного ураження серця 

спостерігається акумуляція білка HIF-1α у тканинах мозку. Підвищений рівень 

HIF-1α у нервовій тканині зберігався протягом тижня і супроводжувався 

активацією численних генів-мішеней [178]. Рівень білка HIF-1α у мозку щурів 

був високим протягом 14 діб після індукції тривалої гіпоксії, а знижувався, 

починаючи лише з 21 доби [178,179]. Зокрема, зміна рівня експресії HIF-1α при 

ішемічному ураженні нейронів характеризувалась двохфазністю відповіді: 

рівень експресії HIF-1α драматично зростав (на 10 порядків) з 1 по 6 годину 

після ішемічного ураження, короткотривало знижувався протягом наступних 24 

годин із подальшою фазою драматичного зростання на другу добу після 

ураження (на 7 порядків), яке підтримувалось протягом наступних 8 діб [180]. 

Виявлено, що протягом 1 – 24 годин після ішемічного ураження відбувається 

активація генів-мішеней, які кодують експресію ферментів гліколізу, білків 

про-ангіогенезу та факторів, задіяних у загибелі клітини [180]. Вже на другу 

добу після ішемічного ураження спостерігалося  зниження експресії 

проапоптичних факторів, таких як bNIP3, Noxa, Nix та RTP801, а також 

активація генів, що беруть участь у ангіогенезі (VEGF, Flt-1, PAI-1, Ang-2, та 

Flk), еритропоезі та ін.; при цьому високим залишався рівень експресії 

еритропоетину, енолази та глутаматного транспортеру 1 типу [180]. Таким 

чином, активація HIF-1 індукує включення компенсаторних механізмів 

(еритропоез, гліколіз), які швидко нейтралізують дефіцит кисню, 

васкуляризацію та ін., забезпечуючи відстрочену в часі нейропротекцію. 

Підтвердженням цього служить той факт, що селективне пригнічення експресії 

HIF-1α у нейронах шляхом генетичного нок-дауну призводило до зростання 

ушкоджень тканин мозку у моделі оклюзії середньої церебральної артерії і 



 35 

зменшення кількості клітин, що вижили після ішемічного ураження [180]. 

Шляхом фармакологічного блокування HIF-1α за допомогою блокатору 2-

метоксиестрадіолу (2-МЕО) було показано достовірне зростання ступеню 

ушкодження СА1 зони гіпокампа за умов ішемічного ураження у моделі 10-

хвилинної двохсудинної оклюзії [181]. У підтвердження нейропротекторної 

ролі HIF-1α активація HIF-1α сприяла виживанню нейронів як in vitro, так і in 

vivo [182], як у випадку додавання активаторів перед моделюванням 

гіпоксичних умов [183], так і після ішемічного ураження [180]. Нещодавно 

було показано зменшення зони ураження після ішемічного впливу за умов 

використання дослідниками інгібітора проліл-гідроксилаз, FG-4497 [184].  

З іншого боку, комбінування фармакологічного блокування HIF-1α з 

використанням 2-МЕО та пригнічення експресії HIF-1α на генетичному рівні 

інтерферуючими РНК (si-RNA) призводило до зменшення кількості 

ушкоджених нейронів за умов тривалого ішемічного ураження при додаванні 2-

МЕО та si-RNA через 30 хвилин після моделювання умов ішемії у культурі 

первинних нейронів (64). Застосування ж фармакологічного блокування роботи 

HIF-1α та інгібування його експресії на пізніх стадіях пост-ішемічного 

ураження (2-МЕО через 8 годин та si-RNA через 12 годин після моделювання 

ішемії) не супроводжувалось позитивними ефектами, а смертність нейронів 

зростала [185]. Ряд досліджень також продемонстрували, що селективне 

вимкнення експресії HIF-1α у нейронах (нок-даун гену) призводило до 

зниження рівня ішемічного ураження у нейронах і підвищення їх виживання за 

умов ішемії [186]. Характерно, що рівень експресії певних генів-мішеней (HIF-

1, VEGF та GADD45) залишався незміним [186]. Останній факт свідчить на 

користь того, що регуляція експресії цих генів опосередковується не лише HIF, 

а й іншими транскрипційними факторами. 

Дуалістичність HIF-опосередкованих механізмів проявляється також у 

ефектах реактивних форм кисню (reactive oxygen species, ROS) на HIF-1α. Було 

показано, що  ROS індукують деградацію HIF-1α у нейронах за умов гіпоксії 

[187]. Було виявлено не лише ROS-опосередковану деградацію HIF-1α 
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субодиниці, а й зниження рівня експресії HIF-1α під час ішемії [188,189]. З 

іншого боку, ROS призводили до акумулювання HIF-1α шляхом активації рівня 

експресії HIF-1α, а також до індукції експресії еритропоетину [190]. Чим 

обумовлені такі різноспрямовані ефекти залишається незрозумілим, як і 

молекулярні механізми, що їх опосередковують.  

Мало дослідженним на сьогодні залишається також причинно-

наслідковий зв’язок між HIF та внутрішньоклітинною сигналізацією, яка 

опосередковує спряженість сигнальних та ефекторних механізмів. Виявлено, 

що HIF-1α потенціює утворення аденозину, що супроводжувалось зниженням 

входу Са2+ у клітини [191–193]. Це свідчить, що HIF-1α опосередковує 

внутрішньо-клітинні механізми зменшення кальцій-індукованої 

цитотоксичності. Генетичне пригнічення експресії HIF-1α попереджувало 

глутаматну токсичність у клітинах НТ22, в той час як активація HIF-1α шляхом 

приєднання транскрипційного активатора VP16 навпаки сприяла розвитку 

глутаматної інтоксикації та загибелі нейронів [194,195]. З іншого боку, 

стабілізація субодиниці HIF-1α інгібіторами проліл-гідроксилаз призводила до 

підвищення рівня виживання клітин [186].  

Практична значимість досліджень HIF-індукованих клітинних 

механізмів; подальші перспективи. Молекулярні та внутрішньо-клітинні 

механізми роботи HIF та його генів-мішеней на даному етапі наукових 

досліджень містять більшу кількість запитань, ніж можуть запропонувати 

відповідей, проте саме у фундаментальному розумінні тонких аспектів 

регуляції цих механізмів та можливостей їх корекції прихована потенційна 

можливість терапевтичної та фармакологічної корекції ішемічного ураження 

мозку, яке згідно Всесвітньої організації охорони здоров'я (ВООЗ) займає друге 

місце за рівнем смертності після ішемії серця. 

Комплексність і різноспрямованість HIF-опосередкованих клітинних 

ефектів істотно ускладнює порівняння наукових результатів та їх узагальнення. 

Різноманіття HIF-опосередкованих ефектів може обумовлюватися як різним 

ступенем ішемічого ураження, так і різноманіттям експериментальних моделей, 
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які застосовуються для наукових досліджень на різних рівнях. Крім того, 

дуалізм HIF-опосередкованої активації нейропротективних та проапоптичних 

механізмів демонструє, що така комплексність очевидно включає активацію не 

лише HIF-комплексу, а й інших факторів. Враховуючи це, особливу увагу варто 

приділити також пошуку партнерів HIF-1, активація яких індукує 

внутрішньоклітинні процеси клітинної адаптації до зміни кисневого 

гомеостазу. Важливо встановити так звану «точку відліку», де відбувається 

«перемикання» нейропротекторних механізмів на «сценарій» запрограмованого 

апоптозу, що становить головне завдання клінічних досліджень, метою яких є 

активація ендогенної нейропротекції для розробки лікувальної стратегії при 

ішемічному інсульті. Розуміння сигнальних шляхів, які опосередковують 

виживання чи загибель клітин при гіпоксичних станах, дає можливість 

стимулювати HIF-опосередковану нейропротекцію при ішемічних ураженнях 

мозку. В своїй роботі ми прагнули з’ясувати, які саме нейропоротективні 

механізми і яким чином ці механізми можуть опосередковуватися HIF-1 в 

нейронах гіпокампа і чи саме вони лежать в основі попередження ураження 

нейронів при попередньому аноксичному прекондиціюваннінуванні. 
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

Для дослідження ішемічного ушкодження гіпокампа in vitro було 

обрано модельну біосистему - органотипову культуру гіпокампа щурів лінії 

Wistar (Р7). Для виконання досліджень нами було використано наступні 

методи: 

• виділення та культивування органотипових зрізів гіпокампа; 

• моделювання ішемічного пошкодження – киснево-глюкозна 

депривація; 

• моделювання аноксичного прекондиціювання; 

• інгібування HIF-пролілгідроксилаз за допомогою 2,4-

піридиндикарбоксильного оксиду діетилового естеру (ДПД); 

• морфо-функціональна оцінка життєздатності органотипової культури 

гіпокампа за допомогою вітального барвника йодиду пропідію; 

• ПЛР у реальному часі для оцінки рівня мРНК у поодиноких нейронах 

та в окремих зонах гіпокампа; 

• флуоресцентне вимірювання концентрації іонізованого Са2+ у 

цитоплазмі нейронів різних зон гіпокампа 

2.1. Обгрунтування вибору об’єкта досліджень 

Для дослідження ішемічного ураження розроблено багато моделей, які 

дозволяють варіювати параметрами тривалості та тяжкості ураження. 

Існують моделі ішемічного ураження як in vivo так і in vitro і всі вони мають 

свої плюси і мінуси, які враховуються дослідниками з урахуванням 

поставлених завдань. Роботи in vivo сьогодні базуються на проведенні 

судинної оклюзії розробленої ще в кінці 1980-х початку 1990-х рр. 

[196,197]. Ці роботи діляться на дві категорії – глобальна та фокальна 

ішемія. Глобальний ішемічний інсульт модулюють частіше за допомогою 

судинної оклюзії. Рідше повною зупинкою кровообігу мозку. Найчастіше 
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проводиться 4-х та 2-х судинна оклюзія в поєднанні з гіпотонією у щурів, і 

2-х судинна у монгольських піщанок. Після широкого розповсюдження в 

дослідженнях світових лабораторій трансгенних мишей, 2-х судинну 

оклюзію стали застосовувати для вивчення наслідків ішемічного ураження 

на них [198,199]. Плюс до того існує повна глобальна ішемія, яка 

здійснюється шляхом накладання на шию тварини манжети [200,201], 

зупинки серця [82,202], чи лігування всіх артерій, що відходять від серця 

[203,204]. В цих моделях приплив крові до мозку дорівнює нулю, або ≈ 1%.  

Судинну ж оклюзію часто називають "неповною ішемією" через 

часткове перекриття судин і залишковий кровоток. Повна ішемія протягом 

10 хвилин у щурів, навіть без підтримки температури, спричиняє повне 

руйнування клітин в нейронах пірамідального шару СА1 зони через 7 днів 

[202]. 

Майже всі моделі фокальної ішемії, досліджуються на більших 

ссавцях, таких, як: коти [205], примати [248], більші гризуни, і 

здійснюються насамперед через оклюзію середньої мозкової артерії [197]. В 

деяких випадках лігували і сонну артерію. Ішемічне ураження отримане 

таким чином має певні відмінності. По-перше, навіть в безпосередньому 

місці ураження, кровоток завжди вищий ніж при глобальній ішемії, тому 

для отримання однакових ушкодження тривалість інсульту має бути вища. 

По-друге ураження неоднорідне від кору ішемічного ураження до його 

граничних ділянок. Через свою тривалість і неоднорідність інсульт набагато 

складніший, ніж при глобальній ішемії.  

Для дослідження ішемічного ураження in vitro використовується 

кілька моделей: клітинні культури та зрізи мозку. Однією з 

найпоширеніших моделей для дослідження ішемічного та аноксичного 

ураження in vitro, є зрізи гіпокампа [73,74,82,206,207]. Для моделювання 

інсульту в цих умовах повітряне середовище в якому перебувають зрізи 

заміщується з O2/CO2 на N2/CO2 . Якщо в рідкому середовищі залишають 

глюкозу, то ураження називається гіпоксією (аноксією), у разі заміщення чи 
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елімінації глюкози, інсульт називають киснево-глюкозна депривація чи 

ішемія in vitro. Використання органотипової культури гіпокампа для 

дослідження ішемічного ураження дозволяє вивчати відстрочену смерть 

[208,209]. Хоча цим переваги використання органотипових зрізів гіпокампа 

не вичерпуються. Однією з особливостей зрізів гіпокампа є здатність 

зберігати цитоархітектоніку, характерну для цілого органу, зберігається не 

лише клітинний склад, а й звязки клітин між собою та функціональна 

діяльність. Органотипова культура гіпокампа дозволяє здійснювати прямі 

безпосередні хірургічні маніпуляції, в нашому випадку, це і ізоляція 

поодиноких нейронів і хірургічне виокремлення зон гіпокампа для 

подальшого дослідження. До зрізів зберігається прямий доступ і внесення 

змін до середовища культивування, також не становить труднощів. На 

відміну від гострих зрізів гіпокампа, життєздатність і придатність 

органотипових зрізів для проведення подальших експериментів набагато 

довша, що дозволяє досліджувати не лише гострі зміни після проведення 

експерименту, а й відстрочені реакції. Дані, отримані у дослідженнях, що 

проводилися на органотиповій культурі гіпокампа, зпівставні з такими, що 

проводилися  in vivo [79].  

2.2. Виділення та культивування органотипових зрізів гіпокампа 

Усі роботи з експериментальними тваринами проводилися з 

дотриманням Закону України «Про захист тварин від жорстокого 

поводження», «Європейської конвенції про захист хребетних тварин, які 

використовуються з експериментальною та іншою наковою метою», а також 

принципів біоетики та норм біологічної безпеки. 

Для отримання органотипової культури гіпокампа використовували 

щурів лінії Wistar 7-денного віку. За допомогою ножиць проводилася 

декапітація 7-денних щурів, мозок обережно видаляли з черепної коробки 

та перекладали в попередньо охолоджене середовище виділення. 

Сагітальним розтином через Sulcus Inter-hemishericum мозок розділяли на 
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дві півкулі. Делікатно відсікали таламус та базальні ганглії, розташовані над 

гіпокампом, знімали м’яку мозкову оболонку та виділяли гіпокамп 

(рис. 2.2). Далі робили перпендикулярні зрізи гіпокампа використовуючи 

спеціальний прилад для нарізання тканинних зрізів – чопер (McIlwain tissue 

chopper, Англія).  

Товщина зрізів становила 300-400 мкм. За допомогою обрізаної 

пастерівської піпетки зрізи переносилися до чашки Петрі з середовищем 

виділення. Під візуальним контролем за допомогою мікроскопа ретельно 

відбиралися зрізи, що не мали ніяких ознак ушкодження для подальшого 

культивування. Відібрані зрізи розташовували на проникній мембрані 

(рис. 2.1) по чотири в одній лунці 6-лункового планшету. Культивування 

зрізів гіпокампа проводилося за методом Stoppini, коли тканина 

розташована на межі поживного рідкого та газового середовища [210]. 

Плашку ставили до СО2-інкубатору зі збалансованою концентрацією СО2 

(5%) у повітрі та температурою 37○С. 
 

                 газове середовище              напівпроникна мембрана 
 

   

 
 

рідке поживне середовище                               зріз гіпокампа 

Рис. 2.1. Зріз гіпокампа на напівпроникній мембрані 
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Рис. 2.2. Хід експерименту з виділення органтипових зрізів гіпокампа 

з мозку щура (a-c – виділення та підготовка мозку, d-f – виділення 

гіпокампа, g –налаштування чоперу, h – нарізання зрізів гіпокампа, i – 

перенесення у свіже середовище виділення, j – розділення та очистка зрізів 

гіпокампа, k-l – відокремлення зрізів та посадка [211])  
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Середовище культивування змінювалось наступного дня та надалі 

двічі на тиждень. Розвиток культивованих зрізів контролювався з 

допомогою інвертованого світлового мікроскопа Zeiss Telaval 31. На 12-14 

день зрізи були готові для проведення експерименту.  

Маніпуляції, пов’язані з отриманням тканинного матеріалу для 

органотипової культури, а також наступні процедури зміни середовища та 

культивування проходили у стерильних умовах. Середовища виділення та 

культивування стерилізували, використовуючи фільтри Millipore Steritop 

SCGPT05RE з діаметром пор 0,22-мкм та зберігали при температурі -20○С 

кілька місяців. 

Культивування проводилося у 6-лункових планшетах, 

використовуючи додатково спеціальні вкладиші з проникною мембраною, 

яка забезпечує проходження через неї розчинних речовин. Один мілілітр 

середовища культивування додавався в кожну лунку. Стерильні проникні 

вкладиші діаметром 30 мм та з розмірами пор 0,4 мкм (Millicell-CM, 

Millipore) були розташовані в кожній лунці та змочувалися середовищем 

культивування. Планшет залишали в СО2 інкубаторі не менш ніж на 1 

годину для стабілізації температури (37○С) та рН середовища 

культивування, до того часу, коли на них будуть розташовані зрізи.  

2.3. Експериментальна модель ушкодження 

Було розробленно модель експериментальних впливів для 

дослідження впливу КГД, АПК, додавання блокатора ДПД та їхньої 

комбінації (рис. 2.3). 

Перед проведенням КГД вкладиші з органотиповою культурою 

гіпокампа двічі відмивали в HBSS від глюкози. Для моделювання 

ішемічного ушкодження культуру переносили в чашку Петрі з 1 мл 

середовища для КГД та розміщували у спеціальній камері, в якій повітря 

було замінено газовою сумішшю (95%NO2/5%CO2). Після проведення КГД 

зрізи поверталися до нормальних умов культивування в середовище на 4 
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години (нормоксична реоксигенація) після чого проводилися наступні 

дослідження та маніпуляції. 

Інгібітор HIF-пролілгідроксилази ДПД за відсутності наступного 
проведення КГД додавався в культуру на 5 год в кінцевій концентрації 5 
µМ. За умов комбінування з 30 хв КГД, блокатор додавався до середовища 
культивування за 30 хв до проведення КГД (концентрації 5 µМ) на період 
проведення КГД та реоксигенації (4 год), концентрація ДПД підтримувалася 
на рівні 5 µМ.  

 
Контроль 

 

КГД 
  

АПК 
 

 АПК+КГД 
 

ДПД 
          ДПД в середовищі культивування 

ДПД+КГ     
                                           ДПД в середовищі культивування 

     

    Аноксичне прекондиціювання 

    Киснево-глюкозна депривація 

   Реоксигенація 

 Інгібітор HIF-пролілгідроксилаз, 2,4- піридин-

дикарбоксильний оксид діетилового естеру (ДПД) 
 

Рис. 2.3. Алгоритм проведення експерименту 

 

Підбір оптимальної моделі АПК відбувався емпірично, шляхом 

варіювання тривалості АПК та кратності проведення (рис. 2.4). Було 

досліджено вплив 2 хв та 5 хв АПК, яке проводилося наступним чином: 

зрізи переносили в чашку Петрі без заміни середовища культивування та 



 45 

розміщували у спеціальній камері, в якій повітря було замінено газовою 

сумішшю (95%NO2/5%CO2) на 2 та 5 хвилин відповідно. Було проведено 1-, 

2- та 3-кратне АПК. При 1-кратному АПК (2 та 5 хв), зрізи через 12 годин 

інкубування в СО2-інкубаторі забиралися для наступних експериментів. За 

умов 2-х кратного АПК (2 та 5 хв), через 12 год повторно проводилося 

АПК, та наступне 12-годинне інкубування за норм умов, після чого 

проводилися наступні експерименти. 3-х кратне АПК проводилося за 

аналогією, зрізи поміщалися у спеціальній камері, в якій повітря було 

замінено газовою сумішшю (95%NO2/5%CO2) на 2 або 5 хвилин, потім 12 

годин інкубування в СО2-інкубаторі, і так тричі. Після останнього 3 АПК з 

12 год інкубування в СО2-інкубаторі зрізи відбиралися для наступних 

досліджень.  

 
 

    Аноксичне прекондиціювання 

    Киснево-глюкозна депривація 

   Реоксигенація 

 

Рис. 2.4. Алгоритм підбору оптимальної моделі проведення АПК 
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2.4. Морфофункціональна характеристика життєздатності 

органотипової культури гіпокампа за допомогою йодиду пропідію (ПЙ) 

Поглинання клітинами йодиду пропідію (ПЙ) використовувалось для 

оцінювання рівня ушкодження клітин в культурі гіпокампальних слайсів. 

[212–214]. ПЙ стійкий флюоресцентний барвник, що проникає в клітину 

через пошкодження плазматичної мембрани. Потрапивши в клітину ПЙ 

взаємодіє з ДНК, після взаємодії з ДНК флуоресценція ПЙ зростає на 20-30-

порядків, у зв'язку з чим пошкоджені клітини забарвлюються в червоний 

колір. ПЙ (кінцева концентрація 2μМ) додавався до середовища 

культивування на 15-20 хв. після проведення експериментального впливу.  

Зображення отримували за допомогою стандартного 

флюорисцентного мікроскопу обладнаного родаміновим фільтром (ХSP-

139А-ТР, China) і цифровою камерою (Canon Power Short G-6). Кількість 

ПЙ-позитивних клітин в CA1 та CA3 зонах підраховували в межах площі 

фіксованого розміру (0.5 мм2). 

2.5. Проведення кількісного ПЛР-анлізу в реальному часі поодиноких 

нейронів гіпокампа 

Для дослідження рівня експресії факторів, що індукуються гіпоксією 

проводилася полімеразна ланцюгова реакція у реальному часі поодиноких 

нейронів.  

Отримання проб для ПЛР поодиноких нейронів СА1 та СА3 зон 

гіпокампа у реальному часі відбувалося наступним чином: клітина 

засмоктувалася в мікропіпетку (10–20 μm), яка вміщувала 4 мкл 

внутрішньоклітинного розчину, використовуючи мікроманіпулятор під 

видимим світлом світлового мікроскопа (х200) (рис. 2.5) і для проведення 

зворотної транскрипції (ЗТ) переносилася у спеціальний буферний розчин 

для забору поодиноких нейронів (див. розділ 2.8 розчини та реактиви, 
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розчин №3). Зрізи були попередньо пофарбовані ПЙ, щоб уникнути 

екстракції ушкоджених клітин.  

 

 

 

 

 
А. 

 

 
Б. 

 

Рис. 2.5. Виділення поодиноких нейронів гіпокампа А. Нативний 

органотиповий зріз гіпокампа забарвлений толуїдиновим синім Б. 

Екстракція нейрону СА1 зони за допомогою мікропіпетки. 

 

Проби зберігалися при температурі 4ºС протягом 3-4 год, після чого 

одночасно до всіх зразків додавали 20 ОД M-MuLV зворотної 

транскриптази („Fermentas”, Литва), та інкубували проби протягом 2 год 

при температурі 37ºС. Отриману таким чином одноланцюгову кДНК 

поодиноких клітин гіпокампа використовували для проведення двох раундів 

ПЛР із застосуванням  праймерів для HIF-1α, HIF-3α та гена β-актину 

(внутрішній контроль) послідовності наведені у таблиці. (Таблиця 2.1). 

При проведенні другого раунду ПЛР в окремі пробірки додавали по 4 

мкл продукту першого раунду мультиплексної ПЛР (див. розділ 2.8 розчини 

та реактиви, розчин №4). Перший раунд ампліфікації складається з 15 

циклів з наступними етапами: 
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• денатурація – 94ºС, 60 с ; 

• приєднання праймерів – 58ºС, 80 с; 

• елонгація – 62ºС, 60 с; 

ПЛР проводилася в термоциклері GeneAmp System 2700 (“Applied 

Biosystems”, США). Аналіз отриманих даних проводився за допомогою 7500 

Fast Real-time PCR Software. 

Таблиця 2.1.   

Послідовність інтронстягуючих праймерів для HIF-1α, HIF-3α, ß-aсtin та 

Neuron specific enolase (NSE/ENO2 - Enolase 2 (Gamma, Neuronal)) 

Ген Послідовність 
ПЛР 

р.п. 

Кат. № ген. 

Банку 

HIF-1α 5´-AGAAACCGCCTATGACGTG-3´ 

5´-CCACCTCTTTTTGCAAGCAT-3´ 

301 AF057308 

HIF-3α 5´-AGAGAACGGAGTGGTGCTGT-3´ 

5´-ATCAGCCGGAAGAGGACTTT-3´ 

301 NM_022528 

ß-aсtin 

ACTB 

5´-AACCCTAAGGCCAACCGTGAAA-3´ 

5´-TCATGAGGTAGTCTGTCAGGTC-3´ 

300 NM_031144.3 

NSE 

(ENO2) 

5'-TGTGGTGGAGCAGGAGAAGC-3' 

5'-GATGCATCGGGAAGGGTCAG-3' 

564 AF019973 

 

Продукт першого раунду ПЛР використовували для кількісної оцінки 

експресії відповідних генів за допомогою 7500 Fast Real-time PCR System 

(Applied Biosystems, США). Суміш для ампліфікації складалася з 10 мкл 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, США) та 30 пМ 

відповідних праймерів. Об’єм доводили до 20 мкл деіонізованою водою. 

Програма ампліфікації починалася після попередньої активації AmpliTaq 

ДНК-полімерази протягом 10 хв при 94°С та складалася з 40 циклів:  

• денатурація - 94°С, 15 с,  

• приєднання праймерів та елонгація -  60°С, 1 хв.  
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Для контролю за специфічністю флуоресценції продукту ампліфікації 

додавали стадію дисоціації:  послідовне підвищення температури від 60 до 

94°С із реєстрацією падіння інтенсивності флуоресценції комплексів 

двохланцюгових ДНК з SYBR Green.  

Ампліфікат розділяли в 2.5%-вому агарозному гелі, що вміщував 

бромистий етідій. Візуалізація ампліфікатів  після горизонтального 

електрофорезу (170 В протягом 40 хв) проводилися за допомогою 

трансілюмінатора та камери ViTran („Біоком” РФ). 

2.6. Проведення кількісного ПЛР-аналізу в реальному часі окремих 

СА1 та СА3 зон гіпокампа 

Зрізи гіпокампа переносилися в робочу зону під хірургічним 

бінокуляром, де під видимим світлом на збільшенні х7, відбиралася окремо 

тканина з відповідної зони (рис. 2.6). З допомогою пластикових піпеток 

тканина переносилися в пробірки, в яких містилося 0,3 мл розчину 

innuSOLV RNA (Analitic Jena, Германія) для наступного виділення РНК. 

 
Рис. 2.6. Виділення окремих зон гіпокампа з органотипового зрізу.  

 

Виділення РНК: проби інкубували при кімнатній температурі 

протягом 5 хв; додавали 0,1 мл хлороформу і суспендували вміст пробірки 

на вортексі протягом 10 сек; інкубували на льоду 3-10 хв; центрифугували 

на 13 500 x g (14 000 rpm) при температурі 4º C 5 хв до розділення проби на 

фази: червона фаза на дні – органічна фаза, біла – середня фаза, і найвища – 
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прозора, водна фаза; РНК знаходиться і найвищій прозорій водній фазі, 

ДНК та білки знаходяться в проміжній фазі. Водна фаза займає 60% 

загального об'єму проби; обережно відбиралася водна фаза в нову пробірку 

для центрифугування; додавали 0,15 мл ізопропанолу; інкубували пробу за 

температури 4º C 15 хв; центрифугували на максимальній швидкості за 

температури 4º C 10 хв.; обережно відбирали супернатант та додавали в 

пробірку 0,3 мл 75% етанолу, центрифугували 10 хв на 13 500 об. за хв.; 

пункт 10 повторювали двічі; відбирали 75% спирт та підсушували осад за 

температури 65º C 5-10 хв.; додавали 30 мкл деіонізованої води та 

суспендували пробу на вортексі 15-20 с. залишали при кімнатній 

температурі на 15-20 хв, та ще раз суспендували; виділену РНК зберігали 

при температурі -70 º C або використовували негайно. Концентрація та 

якість отриманої РНК вимірювалася за допомогою NanoDrop ND-1000 

(NanoDrop Technologies, Inc. USA).  

Зворотня транскрипція проводилася з використанням M-MuLV 

зворотної транскриптази (див. розчини та реактиви, розчин №5 „Fermentas”, 

Литва). Отриману таким чином одноланцюгову кДНК тканин різних зон 

гіпокампа використовували для проведення кількісної реакції ПЛР у 

реальному часі із застосуванням праймерів для SERCA-2b, SERCA 3, 

PMCA1, PMCA2 та гену β-актину (внутрішній контроль), послідовності 

яких наведені у таблиці. (Таблиця 2.2)  
 

Таблиця 2.2. 

Послідовності праймерів для SERCA-2b, SERCA 3, PMCA1, PMCA2 та гена β-

актину   

Ген Послідовність 
ПЛР 

р. п. 

Кат. № ген. 

Банку 

SERCA2b 

ATP2A2 

5'-AAACCCTCCTGCTCCCTGTC-3' 

5'-GCTCTAGACCCAGACCACCAG-3' 

90 AF043106.1 
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SERCA3 

ATP2A3 

5'-ACTCAGCCACCTGTCTCCTG-3' 

5'-CCAGAGCTGTAGGGAGGACA-3' 

109 NM_012914.1 

ß-aсtin 

ACTB 

5'-AAGTCCCTCACCCTCCCAAAAG-3'  

5'-AAGCAATGCTGTCACCTTCCC-3' 

97 V01217.1  

PMCA-1 

ATP2B1 

5'-ACGTTAACACACTAGCCGCA-3' 

5'-AAGAACGCCATCTTGTCCGT-3' 

83 NM053311.1  

PMCA-2 

ATP2B2 

5'-CTCTGCTCCTGAGGAAACCTTA-3' 

5'-GATGAGGGTTAGCTGGTAGACG-3' 

101 NM012508.5 

 

Суміш для ампліфікації складалася з 10 мкл SYBR Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems, США), 0,25 мкл (25 пМ) відповідних праймерів 

(1,25 рM/ml). Об’єм доводили до 20 мкл деіонізованою водою. Програма 

ампліфікації починалася після попередньої активації AmpliTaq ДНК-

полімерази протягом 10 хв при 95°С: денатурація - 95°С, 15 с, приєднання 

праймерів та елонгація - 62°С, 1 хв.  

Для контролю за специфічністю продукту ампліфікації додавали 

стадію дисоціації: послідовне підвищення температури від 60 до 94°С із 

реєстрацією падіння інтенсивності флуоресценції комплексів 

двохланцюгових ДНК з SYBR Green.  

2.7. Визначення [Са2+]i у цитоплазмі нейронів різних зон 

органотипової культури гіпокампа 

Для визначення кількісної зміни [Са2+]i у клітинах використовують 

високоафінний Са2+-барвник фура-2. Оскільки фура-2/АМ практично 

нерозчинний у воді, ми попередньо готували маточний розчин барвника (1 

ммоль/л) у диметилсульфоксиді. Розчин зберігали у замороженому вигляді 

протягом кількох місяців без погіршення властивостей барвника.  
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Рис. 2.7. Реєстрація концентрації іонізованого кальцію ([Ca2+]і) у 
цитоплазмі нейронів СА1 та СА3 зони органотипових зрізів гіпокампа. А – 
зйомка СА1 та СА3 зон органотипових зрізів гіпокампа під час проведення 
запису концентрації вільного цитозольного кальцію [Ca2+]і у правому 
верхньому куті флуоресцентне зображення Фура2/АМ нейронів СА1 зони 
(вгорі) та СА3 зони (знизу) шкала = 15 μм В – репрезентативний трек 
індукованих деполяризацією плазматичної мембрани змін у [Ca2+]і, 
записаних в нейронах гіпокампа. 

Для введення Ca2+-чутливого зонду в нейрони гіпокампа до 

середовища культивування додавався барвник фура-2/АМ у концентрації 5 

мкмоль/л за наявності детергенту плюронік F-127 (0,02 %). Неіонний 

детергент плюронік F-127 забезпечує підтримання гідрофобних молекул 

фура-2/АМ у вигляді мікродисперсної емульсії, що прискорює їх 

проникнення у клітину. Фарбування проводили протягом 60 хв при 35ºС. 

Експерименти проводилися протягом 1 години після завантаження барвника 

фура-2/АМ (рис. 2.7). 



 53 

 
Рис. 2.8. Принципова схема експериментальної установки для 

двохвильового вимірювання концентрації іонізованого кальцію. 

 

Флуоресцентний сигнал реєстрували у  пірамідальних нейронах СА1 та 

СА3 зон гіпокампа, розташованих на відстані 30-100 µм від поверхні, 

використовуючи водо-імерсійний об’єктив (60х, Ч.А. 0,9, Olympus, Японія) та 

12-бітну ССD камеру (рис. 2.8., Sensicam, PCO, Germany). Збудження 

флуоресценції барвника здійснювали за допомогою монохроматора PolyChrome 

IV (Till Photonics, Germany) на довжинах хвиль 340 і 380 нм; емісію 

реєстрували на довжині хвилі 510 нм з використанням програмного 

Комп’ютер з вбудованими 
блоками керування CCD-

камерою, монохроматором та 
системою обробки зображень 

Монохроматор 

CCD-камера 

Дихроічне 
дзеркало 

Об’єктив 
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забезпечення Imaging Workbench (INDEC System, USA). Зміну [Са2+]i у 

нейронах виражали як зміну інтенсивності флуоресценції сигналів на обох 

хвилях збудження барвника (∆F340/F380), що пропорційно зміні [Са2+]i. Окремо 

було проведено серію експериментів для визначення рівня автофлуоресценції у 

органотиповій культурі, яку вираховували із експериментальних реєстрацій 

[Са2+]i. Для цього зрізи не фарбували флуоресцентним барвником і реєстрували 

автофлуоресценцію тканини на обох хвилях збудження барвника фура-2/АМ. 

Для дослідження функціонування внутрішньоклітинних депо Са2+ 

використовували селективний блокатор SERCA тапсигаргін, а також кофеїн, 

який активує Са2+ індуковане вивільнення Са2+ із внутрішньоклітинних органел. 

2.8 Розчини та реактиви:  

1. Середовище виділення гіпокампа (рН середовища - 7,3): 

• 50% мінімального поживного середовища МЕМ (Gibco, Велика 

Британія);  

• 5 ммоль Tris (Sigma, США);   

• 2 ммоль NaHCO3(Gibco, Велика Британія); 

• 12,5 ммоль Hepes (Gibco, Велика Британія) 

• 15 ммоль D-глюкози (G-7021, Sigma); 

• 100 од.д./мл пеніциліну, 100 мг/мл стрептоміцину (Gibco, Велика 

Британія) 

• 25 % сольового розчину HBSS (Gibco, Велика Британія);  

• 25% деіонізованої води. 

2. Середовище для культивування зрізів гіпокампа (рН середовища - 

7,2): 

• 50% мінімального поживного середовища МЕМ (Gibco, Велика 

Британія);  

• 2,5 ммоль Tris (Sigma, США);   

• 2 ммоль NaHCO3 (Gibco, Велика Британія);;  

• 12,5 ммоль Hepes (Gibco, Велика Британія);;  
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• 15 ммоль D-глюкози;  

• 100 од.д./мл пеніциліну; 100 мг/мл стрептоміцину (Gibco, Велика 

Британія); 

• 25 % кінської сироватки (Gibco, Велика Британія);;  

• 25 % сольового розчину HBSS (Gibco, Велика Британія);. 

3. Буферний розчин, для забору поодиноких нейронів гіпокампа та 

проведення ПЛР в реальному часі (у мілімолях на літр):  

• 50 Tris-HCl (Sigma, США);  

• 50 KCl (Sigma, США);  

• 4 MgCl2 (Sigma, США);   

• 40 ДТТ(Sigma, США); 

• 40 ОД суміш чотирьох нуклеотидфосфатів („Fermentas”, Литва); 

• 0.2 мкг випадковий гексамерний праймер („Fermentas”, Литва); 

4. Ампліфікаційна суміш для проведення ПЛР в реальному часі 

поодиноких нейронів гіпокампа: 

• 5 мкл п’ятикратного PCR-буферу з NH4CL; 

• 2.5 мМ MgSO4; 

• 200 мкМ суміші чотирьох нуклеотидфосфатів („Fermentas”, 

Литва); 

• по 5 пМ кожного з праймерів для першого раунду або 20 пМ 

однієї з пар праймерів  при проведенні другого раунду та 0.5 ОД 

рекомбінантної Taq-полімерази („Fermentas”, Литва).Об’єм зразка доводили 

до 25мкл деіонізовіною водою. 

5. Ампліфікаційна суміш для проведення зворотньої транскрипції 

різних зон гіпокампа:  

• 4 мкл п’ятикратного PCR-буферу з NH4CL (Fermentas, Lithuania); 

• 20 u RiboLock RNase Inhibitor (Fermentas, Lithuania) інгібітор 

РНКаз; 

• 1 мM суміші чотирьох нуклеотидфосфаті („Fermentas”, Литва); 

• 0.9 мкл M-MuLV зворотної транскриптази („Fermentas”, Литва) 
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• 0.2 мкг random hexamer primer („Fermentas”, Литва); 

• та 4 мкл загальної РНК; 

• об’єм зразка доводили до 19,4 мкл деіонізовіною водою. 

Розчини та реактиви для визначення [Са2+]i у цитоплазмі нейронів 

різних зон органотипової культури гіпокампа: 

4.ACSF х10 

• 124 ммоль NaCl(Sigma, США); 

• 1,6 ммоль KCl(Sigma, США); 

• 24 ммоль KH2PO4(Sigma, США); 

• 1,2 ммоль NaHCO3(Sigma, США); 

• 2 ммоль Аскорбінова кислота(Sigma, США); 

• 246,5 ммоль MgCl2(Sigma, США); 

• 180,2 Глюкоза(Sigma, США); 

5.K-50 (ACSF) 

• 124 ммоль NaCl(Sigma, США); 

• 1,6 ммоль KCl(Sigma, США); 

• 24 ммоль KH2PO4(Sigma, США); 

• 1,2 ммоль NaHCO3(Sigma, США); 

• 2 ммоль Аскорбінова кислота(Sigma, США); 

• 246,5 ммоль MgCl2(Sigma, США); 

• 2,5 ммоль CaCl2 * 2H2O(Sigma, США); 

• 180,2 Глюкоза(Sigma, США); 

2.9. Статистична обробка результатів 

Подальшу обробку і представлення результатів, включаючи 

статистичний аналіз, проводили за допомогою електронних таблиць “Excell 

2007” (“Microsoft corporation” США), побудову графіків – за допомогою 

програми “Origin Pro8” (“OriginLab Corporation” США).  

Дані було дослідженно на нормальність за допомогою тесту Шапіро-

Вілка. Групи даних порівнювалися з використанням непараметричного 
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статистичного аналізу Манна-Уітні U-test, у разі не нормального розподілу, 

результати було представлено у вигляді медіани з діапазоном вірогідностей 

(МКР), n – відповідає кількості проаналізованих клітин. Для порівняння 

розподілу двох вибірок експресії генів для будь якого підтипу Са2+-АТФаз 

використовувався тест Колмогорова-Смірнова. Для порівняння більше ніж 

двох експериментальних груп застосовували тест Крускала-Уолеса – H-тест, 

та one-way ANOVA дисперсійний аналіз. За умов нормального розподілу, 

результати представлені як середнє арифметичне  ± стандартна похибка 

середньої (SEM); розміри вибірки усереднення подані в дужках. Для 

визначення статистичної вірогідності різниць між середніми значеннями у 

групах даних використовували парний чи непарний t-критерій Стьюдента. 

Рівень статистичної достовірності позначали наступним чином: * р<0,05;  

** р<0,01; *** р<0,001. 
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РOЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДOСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ OБГOВOРЕННЯ  

3.1. Розробка оптимальної моделі попереднього нейропротективного 

АПК в поєднанні з КГД 

Для прoведення експериментальних дoсліджень викoристoвувалася 

oрганoтипoва культура гіпoкампа, яка вирoщувалася за метoдoм Stoppini 

[210]. Культивування прoвoдилoся прoтягoм 12-14 діб, за цей прoміжoк часу 

зрізи гіпoкампа максимальнo oчищувалися від ушкoджених під час 

виділення клітин і стабілізувалися, зменшувалася тoвщина зрізів від 300-

400 мкм дo 100-150 мкм. Зрізи зберігали характерну архітектoніку та 

типoвий склад клітин і були готовими до подальших досліджень. В 

органотипових зрізах гіпокампа залишається незміним склад клітин: наявні 

пірамідні та гранулярні нейрони, інтернейрони, гліальні клітини. На зрізі 

органотипової культури можна відмітити, що кілька шарів нейронів (3-5) 

розташовуються в середині і оточені гліальними клітинами, що 

підтримують трофічну та захисну функцію, і сприяють фіксації зрізів до 

напівпроникної мембрани. 

Життєздатність нейронів гіпокампа за умов моделювання  

експериментальних впливів (КГД, АПК ДПД та їх комбінації) оцінювалася 

шляхом підрахунку кількості ПЙ-позитивних клітин на одиницю площі 0,5 

мм2 (рис. 3.1.- 3.2). 

Модель АПК було підібрано для даного об’єкту емпірично. Проведено 

експерименти з використанням 2-хвилинної та 5-хвилинної АПК одно-, дво, 

чи трикратної на контрольних зрізах та на зрізах з наступним проведенням 

КГД. Отримані результати показали, що в кoнтрoльних умoвах, без АПК та 

КГД,  кількість ПЙ-пoзитивних клітин залишалася стабільнo низькoю як в 

СА1 так і в СА3 зoні гіпoкампа (СА1 – 4,2±0,8, СА3 – 2,8±1,1) рис. 3.1. 

Після проведення КГД, кількість ПЙ-пoзитивних клітин значнoю мірoю 

зрoстала, в СА1 зoні на 25 разів (107,2±9,2), а в СА3 на 12 (55,6±5,7), щo 
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пoказує значнo вищу чутливість дo ішемічнoгo ушкoдження СА1 зoни в 

пoрівнянні з СА3. 
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* – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,05) 

** – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,01) 

Рис. 3.1. Кількість ПЙ-позитивних клітин на 0,5 мм2 в СА1 зоні 

гіпoкампа після проведення 2 хв. АПК, та при комбінуванні 2 хв. АПК з 

наступним КГД 

 

 

 

Без проведення додатково КГД двoхвилинне АПК на зрізах не 

зумовлювало дoстoвірну зміну рівня ушкoджених клітин ні у випадку 

oднoкратного, двo- чи трикратного пoвтoрення (1хАПК – 3,8±1,9, 2хАПК – 

4,5±1, 3хАПК – 6,5±1,5 кл/мм2). Двохвилинне АПК в поєднанні з наступною 

КГД вело до статистично достовірного зниження ушкоджених клітин у 

випадку двократного та трикратного проведення АПК.  
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* – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,05) 

** – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,01) 

Рис. 3.2. Кількість ПЙ-позитивних клітин на мм2 в СА1 зоні гіпoкампа 

після проведення 5 хвилинного АПК, та при комбінуванні АПК з КГД 

 

Зниження кількості ушкоджених клітни мало лінійний характер, так 

наприклад, якщо у випадку однократного повторення зниження кількості 

ушкоджених клітин (100±7,1 кл/мм2), було не достовірно в порівнянні з 

експериментом без АПК, а лише з КГД, то вже при двократному АПК 

кількість ушкоджених клітин статистично достовірно знижувалася не лише 

до екперименту з КГД, а й до комбінування однократного АПК з КГД 

(62,5±11,8 кл/мм2), трикратне АПК також вело до зниження кількості 

ушкоджених клітин (57,5±8,5 кл/мм2, див. рис. 3.2). 
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Однo-, двo- та трикратне п'ятихвилинне АПК вело до незначного 

зростання кількості ушкоджених клітин (1хАПК – 8±1,4, 2хАПК – 11±2,8, 

3хАПК – 5±2,6 кл/мм2). В поєднанні з КГД, двократне та трикратне АПК 

обумовлювало статистично достовірне зниження кількості ушкоджених 

клітин в СА1 зoні (2хАПК – 52,5±4,8, 3хАПК – 24,5±5,0 кл/мм2), в 

порівнянні з 2 хвилинним дія 5 хвилинного АПК носила яскравіший і 

вираженіший характер. Поодиноке 5 хвилинне АПК як і 2 хвилинне не вело 

до статистично достовірного зниження кількості ушкоджених клітин 

(85±2,9 кл/мм2, рис. 3.2)  

Кoмбінування АПК з КГД дoстoвірнo знижувалo кількість 

ушкoджених клітин. Цей ефект лінійнo зрoстав з кoжнoю наступнoю 

експoзицією АПК – від недoстoвірнoгo при oднoкратнoму АПК дo 

дoстoвірних змін при двo- та трикратнoму АПК. Крім тoгo пoвтoрення 5 

хвилиннoгo АПК пoказалo себе ефективнішим ніж таке саме пoвтoрення 2 

хвилиннoгo АПК. Найбільш ефективним виявилoся триразoве пoвтoрення 

АПК тривалістю в 5 хвилин, вoнo не призвoдилo дo дoстoвірнoгo зрoстання 

рівня ушкoджених нейрoнів у випадку прoведення лише АПК, а в 

кoмбінації з КГД oбумoвлювалo зниження рівня ушкoдження нейрoнів на 3 

пoрядки. Цей ефект виявився в 1,7 разів кращим за такий же ефект АПК 

тривалістю у дві хвилини і у 1,5 разів краще ніж двoкратне АПК тривалістю 

5 хвилин і використовувався в подальшій роботі. 

 

3.2. Oцінка життєздатності нейронів органотипової культури гіпокампа 

в СА1 та СА3 зонах при КГД, АПК, додаванні інгібітора HIF-

пролілгідроксилаз (ДПД), та при комбінуванні АПК та ДПД з 

наступною КГД 

Як було показано вище, кількість ушкоджених клітин після 

проведення КГД зростала в обох зонах гіпокампа, але носила вираженіший 

характер в СА1 зоні (рис. 3.1.–3.2).  
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Кoнтрoль 

 
КГД 

 
АПК+КГД 

 
ДПД+КГД 

 
АПК 

 
ДПД 

 

Рис. 3.3. Фарбування oрганoтипoвих зрізів гіпoкампа йодидом 

пропідію для oцінювання життєздатнoсті нейрoнів в СА1 зoні гіпoкампа за 

умoв АПК, КГД, АПК+КГД, ДПД, ДПД +КГД та в кoнтрoлі (червоним 

кольором ПЙ-позитивні клітини) 
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Проведення 3-ох кратного АПК тривалістю 5 хв. в контрольних 

умовах не приводило до підвищення кількості ушкоджених клітин ні в СА1 

ні в СА3 зоні гіпокампа (8,2 ±1,3 кл/мм2 СА1, 5,4 ±0,7 кл/мм2 СА3 зона). В 

той же час комбінування АПК з КГД вело до статистично достовірного 

зниження кількості ушкоджених клітин порівняно з групою де проводилося 

лише КГД, для СА1 зони в 3,2 рази (33,2±5,4 кл/мм2, рис. 3.4) і в 2,9 рази 

для СА3 зони (19,4±2,6 кл/мм2, рис. 3.5) 
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* – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,05) 

** – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,01) 

*** – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,001) 

Рис. 3.4. Кількість ПЙ-позитивних клітин на мм2 в СА1 зоні в умовах 

КГД, АПК, КГД+АПК, додавання інгібітора HIF-прoліл гідрoксилази дo 

середoвища культивування (ДПД) та в комбінвції ДПД+КГД 

 

Дoдавання інгібітoра HIF-прoліл гідрoксилази дo середoвища 

культивування без наступнoгo мoделювання КГД не спричинялo значнoгo 
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зрoстання кількoсті ПЙ-пoзитивних клітин як в СА1 (5,6±0,9 кл/мм2, рис. 

3.4) так і в СА3 (3,8±0,9 кл/мм2, рис. 3.5) зoнах.  

При додаванні інгібітора HIF-прoліл гідрoксилази дo середoвища 

культивування (ДПД) перед проведенням КГД кількість ПЙ-позитивних 

клітин  зменшувалася в 5,6 та 5,3 рази відповідно в СА1 та СА3 зонах. 
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* – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,05) 

** – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,01) 

*** – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,001) 

Рис. 3.5.  Кількість ПЙ-позитивних клітин на мм2 в СА3 зоні в умовах 

КГД, АПК, КГД+АПК, додавання інгібітора HIF-прoліл гідрoксилази дo 

середoвища культивування (ДПД) та в комбінвції ДПД+КГД. 
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3.3. Зміна рівня експресії HIF-1α та HIF-3α в поодиноких нейронах 

гіпокампа при проведені КГД, АПК, та КГД+АПК 

Для дослідження зміни рівня експресії HIF-1α та HIF-3α субoдиниць 

HIF-1 в поодиноких нейронах гіпокампа з різних зон (СА1 та СА3) було 

використано метод ПЛР в реальному часі. Експресія і HIF-1α, і HIF-3α 

субодиниць спoстерігалася в CA1 та CA3 зoнах кoнтрoльних зрізів дo 

прoведення експериментальних впливів. Рівень експресії HIF-1α в нейрoнах 

СА1 зoни загалoм достовірно вищий, ніж в нейронах зoни СА3 (0,268±0,002 

дo 0,245±0,006 відпoвіднo; p<0,05).  

Рівень експресії HIF-3α субoдиниці пo віднoшенню дo ескпресії 

субoдиниці HIF-1α (0,196±0,009 в CA1 та 0,194±0,005 в CA3), в різних зонах 

гіпокампа не відрізняється. 

Рівень експресії досліджуваних зразків було нормалізовано до рівня 

експресії  гліцеральдегід-3-фосфатдегідрогенази (GADPH). Різниці в рівні 

експресії GADPН між експериментальними серіями не було виявлено. Всі 

проби додатково аналізувалися на наявність експресії нейрон-специфічної 

енолази (NSE, специфічного нейронального маркера); проби в яких не було 

виявлено NSE, було виключено з подальшого експерименту. 

Після проведення КГД рівень експресії HIF-1α в CA1 зoні дoстoвірнo 

знижується дo 0,24±0,01 (p<0,01), в той час як у нейронах СА3 зони 

достовірних змін порівняно з контролем не спостерігалося. Зниження рівня 

експресії HIF-3α субoдиниці, після КГД, відбувалося в обох зонах, і 

становило 0,14±0,01 (p<0,001) зоні 0,17±0,01 (p<0,05), в СА1 та СА3 зонах 

відповідно (рис. 3.6.–3.7). 
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Рис. 3.6. Зміна рівня експресії субoдиниць HIF-1α та HIF-3α при 

прoведенні експериментальних впливів (кoнтрoль, КГД, АПК, АПК+КГД) в 

пooдинoких нейрoнах CA-1 зони гіпoкампа  Single-cell real-time RT-PCR. 

Рівень експресії HIF-1α та HIF-3α нормалізовано до рівня експресії гена – 

гліцеральдегід-3-фосфатдегідрогенази (GADPH).  

* – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,05) 

** – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,01) 

*** – достовірна різниця в порівнянні з контролем (р˂0,001) 

 

 

Проведення АПК без наступної КГД не призводило до суттєвих змін в 

експресії oбoх субoдиниць, HIF-1α та HIF-3α, в CA1 та CA3 зoнах. 

Кoмбінування ж АПК з КГД велo дo зрoстання рівня експресії HIF-1α 

субoдиниці в CA3 зoні дo 0,254±0,006 пoрівнянo з рівнем експресії в цій 

зoні в групі з АПК 0,234±0,007 (рис. 3.7). Такoж спoстерігалoся зрoстання 

рівня експресії HIF-3α в CA1 зoні в пoрівнянні з групою в якій проводилася 

КГД, рівень HIF-3α субодиниці зрoстав дo 0,183±0,010 з 0,143±0,010. 

Незважаючи на суттєву різницю рівнів експресії HIF-1α у зрізах, які 

піддавалися КГД, в нейрoнах СА1 зoни рівень залишився значнo нижчим, 
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ніж в нейрoнах цієї ж зoни кoнтрoльних зрізів: 0,255±0,002 прoти 

0,268±0,002 (p<0,001), (рис. 3.6). 
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Рис. 3.7. Зміна рівня експресії субoдиниць HIF-1α та HIF-3α при 

прoведенні експериментальних впливів (кoнтрoль, КГД, АПК, АПК+КГД) в 

пooдинoких нейрoнах гіпoкампа СА3 зони (Single-cell real-time RT-PCR). 

 

3.4 Зміна кальцієвого гомеостазу в нейронах гіпокампа СА1 та СА3 

зони, викликана деполяризацією клітинної мембрани 

3.4.1 Загальні зміни кальцієвого сигналу та зміни в роботі кальцієвого 

депо ендоплазматичного ретикулуму в нейронах СА1 та СА3 зони за 

контрольних умов і після проведення КГД 

Однією з важливих характеристик внутрішньоклітинного кальцієвого 

го-меостазу є кінетика кальцієвих транзієнтів, спричинена деполяризацією 

клітинної мембрани. Вхід кальцію до клітини обумовлений потенціал-

залежним каналами характеризується піковими значеннями кальцієвих 

транзієнтів, а виведення Ca2+ з цитозолю відповідно кривими спаду. 

Функцією мембранного  потенціалу  є  відкриття  кальцієвих    каналів. Для  
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Рис. 3.8. Накладання амплітуди [Ca2+]i транзієнтів індукованих 

деполяризацією клітинної мембрани в нейронах СА1 зони гіпокампа 

(аплікація KCl (50 mM, 60 с) за контрольних умов та після проведення 30 

хв. КГД з наступною 4 г. реоксигенацією 

деполяризації клітини нами використовувалася аплікація гіперкалієвого 

розчину з концентрацією йонів К+ - 50 мМ, що за літературними даними 

приводить до деполяризації клітиної мембрани. Аплікація KCl (50 mM, 

тривалістю 60 с) викликала зростання концентрації йонів [Ca2+]i в нейронах 

як CA1, так СА3 зони (рис. 3.8. – 3.9).  
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Рис. 3.9. Накладання амплітуди [Ca2+]i транзієнтів, індукованих 

деполяризацією клітинної мембрани в нейронах СА3 зони гіпокампа 

(аплікація KCl (50 mM, 60 с) за контрольних умов та після проведення 30 

хв. КГД з наступною 4 г. реоксигенацією 

 

Нами не було виявлено достовірних змін в значеннях пікової 

амплітуди чи часу наростання кальцієвих транзієнтів, викликаних 

деполяризацією, у нейронах контрольних зрізів СА1 та СА3 зони за 

контрольних умов. Амплітуда [Ca2+]i транзієнтів склала для нейронів СА1 

зони 0,25 ± 0,03 (n = 34) та для нейронів СА3 зони    0,21 ± 0,01 (n = 29; p > 

0,18). Кінетика наростання індукованого деполяризацією кальцієвого [Ca2+]i 

транзієнту становила 22,2 ± 1,9 с (n=31) для нейроніів  СА1 та CA3 зони: 

20,1±1,5 с (n = 20). Після проведення КГД у нейронах обох зон також не 

спостерігалася достовірна різниця амплітуди деполяризації кальцієвих 

[Ca2+]i транзієнтів. Так для СА1 зони амплітуда кальцієвих [Ca2+]i 

транзієнтів склала 0,23 ± 0,02 (n = 44); а для СА3 зони амплітуда [Ca2+]i 

транзієнтів склала 0,21± 0,02, (n = 23, рис. 3.10). 
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Рис. 3.10. Статистичне зведення амплітуд [Ca2+]i транзієнтів 

індукованих деполяризацією клітинної мембрани в нейронах СА1 та СА3 

зон гіпокампа за контрольних умов та прісля  проведення КГД  

 
Рис. 3.11. Статистичне зведення даних по кінетиці спаду та 

наростання індукованого деполяризацією кальцієвого [Ca2+]i транзієнту в 

нейронах СА1 зони гіпокампа за контрольних умов та після проведення 

КГД; * p < 0.05 по відношенню до контролю. 
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відповідно 0,22 ± 0,02 (n = 31; p > 0,45 по відношенню до контролю, рис. 

3.10). Кінетика кальцієвих транзієнтів [Ca2+]i після проведення КГД також 

не змінювалася. 

Кінетика наростання індукованого деполяризацією кальцієвого [Ca2+]i 

транзієнту після проведення КГД склала для нейронів СА1 зони 23,8 ± 2,8 с 

(n = 34; p > 0,64; до контролю, рис. 3.11) та 20,8 ± 3,0 с (n = 20; p > 0,82 до 

контролю рис. 3.12) для нейронів CA3 зони. В той же час кінетика спаду 

індукованого деполяризацією кальцієвого [Ca2+]i транзієнту після 

проведення КГД сповільнювалася; так в нейронах СА1 зони кінетика спаду 

достовірно сповільнилася на 47 ± 6% (n = 21; p > 0,05, рис. 3.11), в нейронах 

же СА3 зони після КГД достовірних змін не спостерігалося (p = 0,2, рис. 

3.12). 

 
 

Рис. 3.12. Статистичне зведення даних по кінетиці спаду та 

наростання індукованого деполяризацією кальцієвого [Ca2+]i транзієнту в 

нейронах СА3 зон гіпокампа за контрольних умов та після проведення КГД  
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Крім того КГД призводила до помітного зростання тривалості відновлення 

кальцієвого [Ca2+]i транзієнту, індукованого деполяризацією клітинної 

мембрани, до базового рівня як в нейронах СА1 зони так і в нейронах СА3 

зони. З 12 зрізів, що піддавалися КГД, нейрони СА1 зони, у 7  випадках 

повне відновлення  кальцієвого [Ca2+]i транзієнту до базового рівня не 

спостерігалося протягом 4 хвилин, а з 8 зрізів, де досліджувалися нейрони 

СА3 зони, не відновлювалося 6 зрізів. 

Це свідчить про те, що КГД веде до значного сповільнення 

відновлення індукованого деполяризацією кальцієвого [Ca2+]i сигналу 

внейронах СА1 та СА3 зони. Отримані нами дані дозволяють стверджувати 

про наявність порушень кальцій-регулюючих функцій нейронів, а саме 

значні порушення в роботі Ca2+-транспортних систем, що відповідають за 

утилізацію високого вмісту йонів Ca2+ під час деполяризації мембрани. 

Шляхів швидкого поглинання і виведення внутрішньоклітинних йонів Ca2+ 

з цитозолю в клітині декілька: це накопичення йонів Ca2+ в депо 

ендоплазматичного ретикулуму, що забезпечується роботою помпи Ca2+-

ATPаз мембрани ендoплазматичнoгo ретикулуму (SERCA), виведення 

надлишку йонів Ca2+ за межі клітини, в зовнішньоклітинний простір за 

рахунок роботи помпи Ca2+-ATPаз плазматичнoї мембрани, акумуляція 

йонів Ca2+ мітохондріями – NCX, та NCX в плазматичній мембрані. 

Для того, щоб з’ясувати, чи КГД зумовлює накопичення іонів Ca2+ в 

депо ендоплазматичного ретикулуму, було проведено дослідження агоніст-

індукованого вивільнення йонів Ca2+ з ЕР в нейронах різних зон гіпокампа 

за контрольних умов та після проведення КГД. Було використано 

властивість кофеїну активувати рианодинові рецептори і призводити до 

вивільнення йонів Ca2+ з ендоплазматичного ретикулуму. Кофеїн (10 mM) 

індукує [Ca2+ ] i сигнал в нейронах обох зон гіпокампа при базовій аплікації 

на зріз після припинення деполяризації мембрани розчином з високою 

калієвою концентрацією для перезаповнення депо ЕР йонами Ca2+. 

Достовірних даних зміни пікових амплітуд обумовленних кофеїн-
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індукованим вивільненням йонів кальцію [Ca2+]i з ЕР між нейронами 

контрольних груп СА1 та СА3 зон не було виявлено (0,044 ± 0,010, n = 13 

для нейронів CA1 зони та 0,033 ± 0,004, n=12 для нейронів CA3 зони; p = 

0,34, рис. 3.13 – 3.14). Проведення КГД вело до помітного зниження піку 

амплітуди кофеїн-індукованого [Ca2+]i транзієнту в нейронах СА1 зони 

(51±7%, n = 25, р <0,05 по відношенню до контролю. Рис. 3.13-3.14). В той 

же час, КГД не вела до статистично достовірних змін амплітуди кальцієвого 

транзієнту обумовленої вивільненням йонів Ca2+ з депо ЕР в нейронах СА3 

зони (0,033± 0,004, n=12 за контрольних умов, до 0,041± 0,008, n=10 після 

КГД р = 0,38 рис. 3.14). Отримані результати показують, що КГД веде до 

сповільнення вивільнення йонів Ca2+ специфічно в нейронах СА1 зони. 

Зниження кофеїн-індукованого вивільнення Ca2+ з ЕР також може свідчить, 

що КГД веде до порушення акумуляції йонів Ca2+ в депо ЕР, що призводить 

до зниження йонів Ca2+ всередині ЕР нейронів СА1 зони.  

 
 

Рис. 3.13. Репрезентативні графіки кальцієвих [Ca2+]i транзієнтів 

індукованих аплікацією кофеїну (10 mM) після припинення деполяризації 

мембрани розчином з високою концентрацією йонів К+ в нейронах СА1 

зони за контрольних умов та після проведення КГД 

Контроль 
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Рис. 3.14. Дані статистичної обробки амплітуди кальцієвих [Ca2+]i 

транзієнтів індукованих аплікацією кофеїну (10 mM) в нейронах СА1 та 

СА3 зон в контролі та при КГД. * p < 0.05 по відношенню до контролю. 

 

Для підтвердження цієї гіпотези, депо ЕР спершу було спустошено за 

допомогою кофеїну, після чого було додано селективний блокатор Ca2+-

АТФази ЕР SERCA – тапсигаргін (TG) (рис. 3.15). В контрольних зрізах 

амплітуда кальцієвого [Ca2+]i транзієнту спричинена дією обох агентів в 

нейронах СА1 та СА3 зони була схожою (0,079 ± 0,015, n = 10 та 0,078 ± 

0,010, n = 7 в нейронах CA1 та CA3 зони, відповідно; p > 0,9, рис. 3.16). Це 

свідчить про схожий рівень акумуляції йонів кальцію Ca2+ в ЕР за 

нормальних умов в нейронах обох зон.  

Амплітуда кальцієвого [Ca2+]i транзієнту, обумовленого додаванням 

кофеїну та TG до зрізів, що піддавалися наступній КГД, була достовірно 

нижчою в нейронах СА1 зони (на 42 ± 5%, n = 14, p <0,05 рис. 3.16). Це 

свідчить, що кількість накопиченого кальцію Ca2+ в ЕР після моделювання 

ішемічного впливу в нейронах СА1 зони знижується. 
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Рис. 3.15. Репрезентативні графіки кальцієвого [Ca2+]i транзієнту 

індукованого аплікацією кофеїну (10 mM) і TG (3 µM) в нейронах СА1 зони 

за контрольних умов та після проведення КГД. 

 

Цікаво, що в нейронах СА3 зони статистично достовірних 

відмінностей амплітуди кальцієвого [Ca2+]i транзієнту, обумовленого 

додаванням кофеїну та тапсигаргіну після КГД не спостерігалося. 

Амплітуда кальцієвого [Ca2+]i транзієнту складала 0,078 ± 0,010 (n = 7) за 

контрольних умов та 0,058 ± 0,014 (n = 6) після КГД (p > 0,28, рис. 3.16). 

Дані результати показують, що тривале моделювання ішемічного 

ушкодження не впливає на акумуляцію йонів кальцію Ca2+ в депо ЕР та на 

кількість йонів Ca2+, що зберігаються в ЕР нейронів СА3 зони.  
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Рис. 3.16. Дані статистичної обробки амплітуди кальцієвих [Ca2+]i 

транзієнтів, індукованих аплікацією кофеїну (10 mM) і TG (3 µM) в 

нейронах СА1 та СА3 зон в контролі та при КГД. * p < 0.05 по відношенню 

до контролю. 

 

3.4.2. Загальні зміни кальцієвого сигналу та зміни в роботі кальцієвого 

депо ендоплазматичного ретикулуму в нейронах СА1 та СА3 зони в 

контрольних умов, після АПК, АПК та КГД, та КГД. 

Аноксичне прекондиціювання вело до суттєвого зростання амплітуди 

кальцієвих транзієнтів [Ca2+]i, викликаних деполяризацією в нейронах СА1 

зони, але не в нейронах СА3 зони (рис. 3.17. – 3.23). В нейронах СА1 зони 

АПК  зумовлювало зростання амплітуди кальцієвих транзієнтів [Ca2+]i, 

викликаних деполяризацією мембрани (на 56 ± 4% по відношенню до 

контролю, n = 19, p < 0,01; рис. 3.19) та сповільнення кінетики кальцієвих 

[Ca2+]i транзієнтів (кінетика зростання – на 28 ± 1%, кінетика спаду – на 53 

± 6% p < 0,05; рис. 3.21).  
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Рис. 3.17. Накладання амплітуди [Ca2+]i транзієнтів, індукованих 

деполяризацією клітинної мембрани в нейронах СА1 зони гіпокампа, за 

контрольних умов та після проведення АПК 

 
Рис. 3.18. Накладання амплітуди [Ca2+]i транзієнтів, індукованих 

деполяризацією клітинної мембрани в нейронах СА1 зони гіпокампа, за 

умов АПК та при комбінуванні АПК з наступною КГД 
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Результати показують, що проведення АПК без наступної КГД в 

нейронах СА1 зони ведуть до зростання викликаних деполяризацією 

клітинної мембрани кальцієвих транзієнтів [Ca2+]i. В той же час, АПК не 

призводить до достовірних змін викликаних деполяризацією клітинної 

мембрани кальцієвих транзієнтів в нейронах СА3 зони. Амплітуда 

кальцієвих транзієнтів [Ca2+]i, викликаних деполяризацією мембрани 

становила 0,206 ± 0,011 в контролі (n = 29) та 0,209 ± 0,022 в групі з АПК (n 

= 24, p > 0,91; рис. 3.20). Кінетика наростання індукованого деполяризацією 

кальцієвого [Ca2+]i транзієнту становила 20 ± 2 с. (n = 20) для контролю, та 

19± 2 с. для АПК (n = 18, p > 0,78), кінетика спаду індукованого 

деполяризацією кальцієвого [Ca2+]i транзієнту була 21 ± 2 с (n = 19) та 21 ± 

2 с, відповідно (n = 14; p > 0.93; рис. 3.22). 

 

Рис. 3.19. Статистичне зведення 

нормованих амплітуд [Ca2+]i 

транзієнтів індукованих деполяри-

зацією клітинної мембрани в 

нейронах СА1 зони гіпокампа до 

контролю при КГД, АПК та 

АПК+КГД. ** p < 0,01 по відношенню 

до контролю  

 
Рис. 3.20. Дані статистичного 

зведення нормованих амплітуд [Ca2+]i 

транзієнтів індукованих 

деполяризацією клітинної мембрани в 

нейронах СА3 зони до контролю при 

КГД, АПК та АПК+КГД  
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Комбінування АПК з КГД призводило до схожого ефекту на зміну 

амплітуди кальцієвих транзієнтів [Ca2+]i, викликаних деполяризацією 

клітинної мембрани, як і у випадку власне лише АПК. В нейронах СА1 зони 

пікові значення амплітуди кальцієвих транзієнтів [Ca2+]i, викликаних 

деполяризацією мембрани зростали на 58 ± 6% (n = 11, p < 0.01; рис. 3. 17, 

рис. 3.19 ) по відношенню до зрізів, що піддавалися КГД без попереднього 

АПК. Але АПК не вело до відновлення індукованого КГД сповільнення 

кальцієвих транзієнтів [Ca2+]i в нейронах СА1 зони. Достовірних змін не 

було виявлено при вивченні кінетики як спаду так і наростання 

індукованого деполяризацією кальцієвого [Ca2+]i транзієнту в нейронах СА1 

зони між групою де проводилася тільки КГД, і групою в якій проводилася 

КГД в комбінації з АПК (рис. 3.21).  

 

контр.
АПК

КГД
АПК+КГД     

Рис. 3.21. Статистичне зведення даних по кінетиці спаду та 

наростання індукованого деполяризацією кальцієвого [Ca2+]i транзієнту в 

нейронах СА1 зони гіпокампа за контрольних умов, КГД, АПК та АПК + 

КГД* p < 0,05; ** p < 0,01 по відношенню до контролю. 
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Проведення АПК з КГД не викликало достовірних змін і при 

дослідженні кальцієвих [Ca2+]i транзієнтів зумовлених деполяризацією 

мембрани нейронів СА3 зони. Амплітуда кальцієвих транзієнтів [Ca2+]i, 

викликаних деполяризацією мембрани становила 0,222 ± 0,0015 (n = 31) 

відносно 0,216 ± 0,014 в зрізах з КГД та відповідно КГД з АПК (n = 18; p > 

0,81; рис. 3.20). Кінетика наростання кальцієвих транзієнтів складала 21 ± 3 

с. (n = 25) для зрізів з КГД і 18 ± 4 с. для зрізів після АПК в комбінації з 

КГД (n = 12; p > 0,52); кінетика ж спаду кальцієвих транзієнтів становила 31 

± 7 с. (n = 11) та 28 ± 7 с. (n = 25) відповідно (n = 8; p > 0,55, рис.3. 22). За 

даними результатами можна судити, що ні амплітуда, ні кінетика 

кальцієвих транзієнтів [Ca2+]i, викликаних деполяризацією клітинної 

мембрани не змінювалася в нейронах СА3 зони при проведенні 

експериментальних впливів. 

 

контр.
АПК

КГД
АПК+КГД  

 

Рис. 3.22. Статистичне зведення даних по кінетиці спаду та 

наростання індукованого деполяризацією кальцієвого [Ca2+]i транзієнту в 

нейронах СА3 зони гіпокампа контроль, КГД, АПК та АПК + КГД. 



 81 

Для наступного дослідження впливу АПК на зміни кальцієвого 

гомеостазу в нейронах різних зон гіпокампа, було проведено дослідження 

впливу АПК на акумуляцію йонів Ca2+ в ЕР нейронів СА1 та СА3 зон. 

Власне АПК не призводило до достовірних змін агоніст-індукованого 

вивільнення йонів Ca2+ з ЕР нейронів ні в СА1, ні в СА3 зонах. Амплітуда 

індукованих кофеїном кальцієвих [Ca2+]i транзієнтів для СА1 зони 

становила 0,044 ± 0,010 (n = 12, контроль)/ 0,039 ± 0,08 (n = 9, AПК; p > 

0,7), а для нейронів СА3 зони 0,033 ± 0,004 (n = 13, контроль)/ 0,034 ± 0,015 

(n = 10, AПК; p > 0,9) (рис. 3.23). Але прекондиціювання зрізів вело до 

зростання кофеїн-індукованого транзієнту, що характеризує вивільнення 

йонів Ca2+ з ЕР нейронів в СА1 зоні по відношенню до його зниження 

зумовленого КГД. Амплітуда індукованих кофеїном кальцієвих [Ca2+]i 

транзієнтів зростала на 69±5% по відношенню до групи де проводилася КГД 

 
Рис. 3.23. Дані статистичної обробки амплітуди кальцієвих [Ca2+]i 

транзієнтів індукованих аплікацією кофеїну (10 mM) в нейронах СА1 та 

СА3 зон в контролі та при КГД. * p < 0.05 ** p < 0,01  по відношенню до 

контролю. 
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(n = 8; p < 0.001; середня амплітуда 0,036 ± 0,002 після КГД з АПК-0,021 ± 

0,003 КГД, рис. 3.24). Це свідчить, що АПК призводить до збільшення 

вмісту Ca2+ в ЕР та, напевно до активації Ca2+-транспортних систем у 

нейронах СА1 зони. 

Для визначення, яким чином ці зміни пов’язані зі зростанням 

концентрації йонів Ca2+ в ЕР при АПК, ми спустошили ЕР за допомогою 

знову ж таки кофеїну та тапсигаргіну. Амплітуда виходу Ca2+  з ЕР під дією 

обох агентів в нейронах СА1 зони була схожою з групою контрольних зрізів 

і зрізів з АПК (0,079 ± 0,015, n= 10 та 0,089 ± 0,010, відповідно р>0,6 

рисХЗ). В той же час, АПК попереджало індукований КГД вихід Ca2+ з ЕР і 

нейронах СА1 зони. За умов комбінування АПК з КГД амплітуда 

кальцієвого [Ca2+] i транзієнту спричинена кофеїном  та тапсигаргіном в 

нейронах СА1 зони була достовірно вищою ніж в групах без АПК (0,123 ± 

0,022/0,046± 0,005,  n= 5,  p < 0,05 рис.  3.24).  Що  свідчить про те, що АПК  

 
Рис. 3.24. Дані статистичної обробки амплітуди кальцієвих [Ca2+]i 

транзієнтів індукованих аплікацією кофеїну (10 mM) і TG (3 µM) в 

нейронах СА1 та СА3 зон в контролі та при КГД  * p < 0,05 до контролю. 

 

веде до зростання концентрації йонів Ca2+ в ЕР нейронів СА1 при КГД і 

зумовлює активацію SERCA. В свою чергу, достовірних змін концентрації 
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йонів Ca2+ в ЕР в нейронах СА3 зони зумовлених кофеїном і тапсигаргіном 

виявлено не було. Амплітуда кальцієвих [Ca2+]i транзієнтів була 0,072 ± 

0,012 (n = 12) в зрізах після КГД в поєднанні з АПК та 0,058 ± 0,014 (n = 6) 

після КГД без АПК (p > 0.44; рис. 3.24), що показує однакове накопичення 

йонів Ca2+ в нейронах СА3 зони за різних експериментальних умов. 

3.4.3. Загальні зміни кальцієвого сигналу та зміни в роботі кальцієвого 

депо ендоплазматичного ретикулуму в нейронах СА1 та СА3 зони в 

контрольних умовах, після додавання ДПД, ДПД і КГД, та КГД. 

Для вивчення ролі HIF-1 в спричинених КГД змінах кальцієвого 

гомеостазу в нейронах гіпокампа, нами було використано блокатор HIF-

проліл-гідроксилаз, селективний інгібітор ДПД, що попереджує деградацію 

HIF 1-α субодиниці гетеродимеру (рис. 3.25) 

 
  

Рис. 3.25. Накладання амплітуди [Ca2+]i транзієнтів, індукованих 

деполяризацією клітинної мембрани в нейронах СА1 зони гіпокампа за 

контрольних умов та після додавання ДПД. 
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Спершу досліджувався вплив блокування гідроксилювання HIF 1-α за 
допомогою ДПД на кальцієві транзієнти, індуковані деполяризацією 
клітинної мембрани [Ca2+]i на нейронах різних зон гіпокампа. Додавання до 
органотипової культури гіпокампа ДПД вело до зростання амплітуди 
кальцієвих [Ca2+]i транзієнтів викликаних деполяризацією мембрани і в 
СА1, і в СА3 нейронах гіпокампа (в СА1: на 38 ± 3%, n = 13, p < 0,05; і в 
CA3: на 33 ± 2%,  n = 25, p < 0,01 по відношенню до контролю, рис. 3.25.-
3.27).  

 

 

 

 

Рис. 3.26. Статистичне зведення амплітуд [Ca2+]i транзієнтів 
індукованих деполяризацією клітинної мембрани в нейронах СА1 зони за 
контрольних умов, КГД, АПК та АПК+КГД. * p < 0.05 до контролю 

 

 

 

 

 

Рис. 3.27. Статистичне зведення амплітуд [Ca2+]i транзієнтів 
індукованих деполяризацією клітинної мембрани в нейронах СА3 зони. ** p 
< 0,01 по відношенню до контролю   
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Додавання ДПД також вплинуло на кінетику кальцієвих [Ca2+]i 

транзієнтів, викликаних деполяризацією мембрани: обумовивши зниження 

кінетики зростання в нейронах СА1 зони (на 32 ± 4%, n = 12, p < 0.05; рис. 

3.28), та сповільнення кінетики спаду в нейронах СА3 зони (на 85 ± 11% n = 

15, p < 0.01; рис. 3.29). 

 

контроль ДПДКГД ДПД+КГД
 

Рис. 3.28. Статистичне зведення даних по кінетиці спаду та 

наростання індукованого деполяризацією кальцієвого [Ca2+]i транзієнту в 

нейронах СА1 зони гіпокампа за контрольних умов, КГД, ДПД та ДПД + 

КГД. * p < 0.05 по відношенню до контролю. 

 

Проте ДПД не впливав на зміни кальцієвих [Ca2+]i транзієнтів, 

викликаних деполяризацією мембрани, зумовлені проведенням наступної 

КГД в нейронах гіпокампа. Так в нейронах СА1 зони амплітуда[Ca2+]i 

транзієнтів викликаних деполяризацією мембрани складала 0,233 ± 0,019 (n 

= 44) по відношенню до зрізів з КГД і додаванням ДПД 0,256 ± 0,026 (n = 

19; p > 0.47; рис. 3.26). В нейронах СА3 зони амплітуда була 0,221 ± 0,015 

(n = 31) по відношенню до зрізів після ДПД+КГД 0,254 ± 0,014 (n = 39; p > 

0.12; рис. 3.27). Не спостерігалася достовірна відмінність кінетики 
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кальцієвих [Ca2+]i транзієнтів, обумовленної деполяризацією мембрани, між 

нейронами зрізів, які піддавалися КГД+ДПД, КГД, наприклад кінетика 

наростання кальцієвих [Ca2+]i транзієнтів, обумовленних деполяризацією 

мембрани (КГД 22 ± 3 с. n = 21 для CA1, і 31±7с.  n = 11 для СА3; 

ДПД+КГД: 19 ± 2с. n = 13,  p > 0,83 для СА1 зони і 31 ± 2 с, n = 26, p > 0,71 

для нейронів СА3 рис. 3.28. рис. 3.29). Результати показують що блокада 

гідроксилювання HIF не впливає на КГД індуковані зміни кальцієвих [Ca2+]i 

транзієнтів викликаних деполяризацією мембрани. В той же час, додавання 

ДПД пом’якшує КГД-індуковане зниження агоніст-індукованого 

вивільнення йонів  Ca2+ з ЕР в нейронах СА1 зони. 

 

 

 
контроль ДПДКГД ДПД+КГД

 
Рис. 3.29. Статистичне зведення даних по кінетиці спаду та 

наростання індукованого деполяризацією кальцієвого [Ca2+]i транзієнту в 

нейронах СА3 зони гіпокампа за контрольних умов, КГД, ДПД та ДПД + 

КГД. ** p < 0,01 по відношенню до контролю. 
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Амплітуда кофеїн-індукованого [Ca2+]i транзієнту в нейронах СА1 

зони в зрізах ДПД+КГД  зростала на 122 ± 28% порівнянно з КГД (n = 13, p 

< 0,05, середня амплітуда: 0,047 ± 0,011 КГД+ДПД/ 0,021 ± 0,003, рис. 3.30). 

Власне саме додавання ДПД до зрізів не впливало на амплітуду кофеїн-

індукованого [Ca2+]i транзієнту ні в нейронах СА1 зони, ні в нейронах СА3 

зони: 0,044 ± 0,010, (n = 13, контроль)/ 0,034 ± 0,09 (n = 6, ДПД, p > 0.5) для 

нейронів СА1 зони і 0,033 ± 0.004 (n = 12, контроль)/ 0,027 ± 0,006 (n = 13, 

ДПД, p > 0,4) для нейронів CA3 зони (рис. 3.3).  

 

 

 
Рис. 3.30. Дані статистичної обробки амплітуди кальцієвих [Ca2+]i 

транзієнтів індукованих аплікацією кофеїну (10 mM) в нейронах СА1 та 

СА3 зон в контролі та при КГД; * p < 0.05 по відношенню до контролю 
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Рис. 3.31 Дані статистичної обробки амплітуди кальцієвих [Ca2+]i 

транзієнтів індукованих аплікацією кофеїну (10 mM) і TG (3 µM) в 

нейронах СА1 та СА3 зон в контролі та при КГД  * p < 0,05 по відношенню 

до контролю. 

 

Отримані дані свідчать, що блокування деградації HIF 1-α субодиниці 

попереджає індуковане КГД пригнічення Ca2+-транспортних систем ЕР в 

нейронах СА1 зони. 

3.5. Дослідження зміни рівня експресії підтипів Ca2+-транспортних 

систем, SERCA та РМСА, у різних зoнах гіпoкампа за 

експериментальних умов. 

 

Отримані нами дані свідчать, що КГД суттєво впливає на кальцієвий 

гомеостаз в нейронах гіпокампа і пригнічує Ca2+-транспортні системи 

відповідальні за утилізацію високого внутрішньоклітинного рівня йонів 

Ca2+. Для дослідження Ca2+-транспортних систем, пов'язаних з 

підтриманням Ca2+ гомеостазу, нами було проведено дослідження впливу 

КГД на зміну рівня експресії підтипів генів, що кодують Ca2+-AТФази 

плазматичної мембрани та ендоплазматичного ретикулуму: PMCA та 



 89 

SERCA, в різних зонах гіпокампа і здатність попереднього АПК та 

додавання ДПД впливати на обумовлені КГД зміни. 

Відповідно за допомогою ПЛР в реальному часі проводилося 

дослідження впливу КГД на зміну рівня експресії на рівні мРНК підтипів 

PMCA та SERCA в CA1 та CA3 зонах гіпокампа, і здатність попереднього  

АПК та ДПД впливати на КГД-індуковані зміни рівня експресії  Ca2+-

AТФаз. Увага була зконцентрована на дослідженні зміни рівня експресії 

PMCA1 та PMCA2 підтипах Ca2+-ATФази плазматичної мембрани та 

SERCA-2b та SERCA-3 підтипах Ca2+-ATФаз ЕР. За літературними даними 

експресія цих підтипів Ca2+-ATФаз спостерігалася у нейронах різних 

відділів мозку [84].  
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Рис. 3.32 Зміна рівня експресії SERCA2b ізоформи Ca2+-ATP-ази 

ендoплазматичнoгo ретикулуму в СА1 та СА3 зонах гіпокампа після 

проведення експериментальних  впливів; ** p < 0,01 по відношенню до КГД 

в СА1 зоні, * p < 0,05 по відношенню до ДПД в СА1 зоні. 

** * 
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Ізoфoрма Ca2+-ATФ-ази ендoплазматичнoгo ретикулуму SERCA3 не є 

специфічною для нейронів гіпокампа і експресію SERCA3  при   проведенні  

не  було  виявлено  ні  за  контрольних, ні за експериментальних умов. 

Рівень же експресії інших підтипів Ca2+-ATФ-аз, SERCA2b, РМСА1, 

РМСА2, спостерігався в СА1 та СА3 зонах органотипових зрізів та 

визначався без наступного проведення експериментальних впливів, за 

контрольних умов. 
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Рис. 3.33. Зміна рівня експресії РМСА1 ізоформи Ca2+-ATP-ази 

плазматичної мембрани в СА1 та СА3 зонах гіпокампа після проведення 

експериментальних  впливів. ** p < 0,01 по відношенню до ДПД в СА1 зоні 

 

В контрольних дослідах, за умов АПК, АПК+КГД, та комбінування дії 

інгібітора HIF-прoліл гідрoксилази з наступною КГД, експресія SERCA2b 
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змінювалася, але між СА1 та СА3 зонами  гіпокампа не відрізнялася. Після 

проведення КГД рівень експресії SERCA2b в СА3 зоні зростав ( на 57% по 

відношенню до СА1 зони, р < 0,01, n = 7). Додавання інгібітора HIF-

прoлілгідрoксилази до середовища культивування вело до зниження  рівня 

експресії SERCA2b в СА3 зоні по відношенню до СА1 зони на 58% р < 0,05, 

n = 7 (рис. 3.32) 
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Рис. 3.34. Зміна рівня експресії РМСА2 ізоформи Ca2+-ATP-ази 

плазматичної мембрани в СА1 та СА3 зонах гіпокампа після проведення 

експериментальних впливів 

 
Зміна рівня експресії РМСА1 між СА1 та СА3 зоною в контрольних 

дослідах, за умов проведення АПК з наступою КГД та додавання ДПД в 
поєднанні з КГД, не спостерігалася. Після проведення КГД спостерігалися 
тенденції до зниження рівня експресії РМСА1 в СА1 зоні по відношенню до 
СА3 зони але зміни були не достовірними. Після АПК  в СА3 зоні по 
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відношенню до СА1 зони також спостерігалися тенденції до зростання рівня 
експресії РМСА1 але дані також не достовірні (рис. 3.33). Цікаво, що в 
групі з попереднім додаванням ДПД рівень експресії РМСА1 в СА1 зоні 
значно зростав по відношенню до рівня експресії в СА3 зоні (на 418% р < 
0,01, n = 6) і лише ці зміни мали достовірний характер (рис. 3.33).  

В той же час, хоча рівень експресії РМСА2 підтипу Ca2+-ATP-ази 
плазматичної мембрани за експериментальних умов в різних зонах 
відрізнявся, та ці зміни не були достовірними. Так, за контрольних умов 
спостерігалося недостовірне  зростання експресії в СА1 зоні по відношенню 
до СА3 зони близько 70 %. Після КГД рівень експресії РМСА2 зростав не 
достовірно навпаки у СА3 зоні на 59% по відношенню до рівня експресії в 
СА1 зоні (рис. 3.34). Додавання інгібітора HIF-прoлілгідрoксилази, ДПД, не 
вело до статистично достовірних відмінностей рівнів експресії РМСА2 в 
різних зонах, але спостерігалося недостовірне підвищення рівня експресії 
РМСА в СА1 зоні майже на 125 %,. В експериментальній групі ДПД з 
наступним КГД достовірні зміни в  СА1 зоні по відношенню до СА3не 
спостерігалися. Відмінностей в зміні рівня експресії РМСА між СА1 і СА3 
зоною в групах де проводилася АПК та АПК+КГД виявлено також не було.  
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Рис. 3.35. Зміна рівня експресії РМСА1, в СА1 зoні гіпoкампа в 

кoнтрoльних умoвах,  після проведення КГД, АПК, поєднання АПК з КГД, 
додавання ДПД, та комбінування ДПД з наступним КГД * p < 0,05 по 
відношенню до контролю 
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За літературними даними [84], КГД призводить до зниження рівня 

експресії PMCA у СА1 зоні гіпокампа. Рівень PMCA1 та PMCA2 в наших 

дослідженнях в СА1 зоні після проведення КГД знижувався на 76% (n = 5, p 

< 0,05; рис. 3.35-3.36) і на 68% (n = 4, p < 0,01; рис. 3.35-3.36), відповідно, 

відносно рівня експресії за контрольних умов (n = 5).  

Ні проведення попереднього АПК, ні додавання ДПД, без наступного 

проведення КГД, достовірно не впливало на зміну рівня експресії PMCA1 та 

PMCA2 в СА1 зоні гіпокампа (рис. 3.35, рис. 3.37). Проте, попереднє 

додавання ДПД до середовища культивування з наступним проведенням 

КГД, вело до попередження КГД-індукованого зниження рівня експресії 

РМСА2 в СА1 зоні ( рівень експресії зростає на 41%, n = 5, p < 0,05 по 

відношенню до зрізів, що піддавалися КГД без додавання ДПД), до рівня 

експресії PMCA2 в зрізах після додавання ДПД, але без наступного КГД. 

(рис. 3.35., 3.37).  
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Рис. 3.36. Зміна рівня експресії РМСА1, в СА3 зoні гіпoкампа в 

кoнтрoльних умoвах, після проведення КГД, АПК, поєднання АПК з КГД, 

додавання ДПД, та комбінування ДПД з наступним КГД 

 

Варто відмітити що в СА3 зоні гіпокампа достовірних змін рівня 

PMCA1 та PMCA2 після КГД взагалі не спостерігалося ( PMCA1: 2,1 ± 0,8, 

n = 7 до 2,6 ± 0,9, n = 7 для контрольних зрізів і зрізів, що піддавалися КГД, 
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відповідно, p > 0,7; PMCA2: 1,7 ± 0,4, n = 7 до 2,6 ± 0,2, n = 5 контроль та 

КГД відповідно, p > 0,3; рис. 3.36., рис.3.38). Ні проведення АПК ні 

додавання ДПД  не впливало на експресію PMCA1 та PMCA2 в цій зоні. 

(рис. 3.36., рис. 3.38). 

0

2

4

6

8

АПК ДПД

ві
дн

.о
д.

контроль
КГД

CA1
PMCA2

*

#

 
Рис. 3.37. Зміна рівня експресії РМСА2, в СА1 зoні гіпoкампа в 

кoнтрoльних умoвах,  після проведення КГД, АПК, поєднання АПК з КГД, 

додавання ДПД, та комбінування ДПД з наступним КГД. * – p  < 0,05 по 

відношенню до контролю, # p < 0,05 по відношенню до КГД 
 

Рівень експресії SERCA-2b в СА1 та СА3 зонах гіпокампа змінювався 

за різних експериментальних умов. КГД не змінювала рівень експресії 

SERCA-2b в СА1 зоні гіпокампа (рис. 3.39), але достовірно підвищувала 

рівень експресії SERCA-2b в СА3 зоні (рис. 3.40). В СА3 зоні після КГД 

рівень експресії SERCA-2b зростав на 81% (n = 7, р < 0.01) відносно 

контролю (n = 6, рис. 3.40). Ці дані узгоджуються з отриманими нами 

результатами по дослідженню акумуляції Ca2+, а саме: відсутності змін в 

акумуляції Ca2+ в ЕР нейронів Са3 зони після проведення КГД, і дають 

можливість припускати, що зростання рівня експресії SERCA-2b нівелює 

КГД-індуковані зміни Ca2+ гомеостазу   в цих нейронах і може лежати в 

основі виживання і меншої вразливості нейронів СА3 зони  при ішемічному 

ушкодженні. 
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Рис. 3.38. Зміна рівня експресії РМСА2, в СА3 зoні гіпoкампа в 

кoнтрoльних умoвах,  після проведення КГД, АПК, поєднання АПК з КГД, 

додавання ДПД, та комбінування ДПД з наступним КГД 
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Рис. 3.39. Зміна рівня експресії SERCA2b, в СА1 зoні гіпoкампа в 

кoнтрoльних умoвах,  після проведення КГД, АПК, поєднання АПК з КГД, 

додавання ДПД, та комбінування ДПД з наступним КГД * p < 0,05; ** p < 

0,01 по відношенню до контролю 
 

 

 



 96 

 

 

0

3

6

9

12

АПК ДПД

ві
дн

.о
д.

контроль
КГД

CA3
SERCA 2B

**

 
 

 

Рис. 3.40. Зміна рівня експресії SERCA2b, в СА3 зoні гіпoкампа в 

кoнтрoльних умoвах, після проведення КГД, АПК, поєднання АПК з КГД, 

додавання ДПД, та комбінування ДПД з наступним КГД. ** p < 0,01 по 

відношенню до контролю 

 

Хоча, нами показано, що ні AПК, ні ДПД не веде до змін рівня 

експресії SERCA-2b в СА3 зоні гіпокампа (рис. 3.40). І проведення 

попереднього АПК,  і  додавання  ДПД  ведуть  до зростання рівня експресії 

SERCA-2b в СА1 зоні (рис. 3.39). Рівень експресії SERCA-2b в CA1 зоні 

зростав на 62% (n = 6, p < 0.05) і на 135% (n = 5, p < 0,01, рис. 3.39) після 

проведення попереднього АПК і після додавання ДПД, відповідно, по 

відношенню до контролю (n = 6).  

Крім того, зростання рівня експресії SERCA-2b спостерігалося в зрізах 

СА1 зони, які піддавалися КГД в комбінації з АПК, та з ДПД (зростання на 

58%, n = 6 і на 88% n = 6, p < 0.05 по відношення до рівня експресії в зрізах 

після проведення КГД без прекондиціювань; рис. 3.39). Ці результати 

свідчать, що і АПК і ДПД ведуть до підвищення регуляції рівня експресії 
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SERCA-2b в нейронах CA1 зони гіпокампа. Отримані нами дані дозволяють 

припускати, що КГД по різному впливає на експресію PMCA та SERCA в 

нейронах СА1 та СА3 зони гіпокампа і, що АПК та ДПД селективно 

регулює рівень експресії Ca2+-АТФаз в нейронах різних зон гіпокампа.  
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РОЗДІЛ 4. АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

ДОСЛІДЖЕННЯ 

Розробка медичних препаратів та стратегій лікування ішемічного 

ураження ведеться постійно, але значних зрушень з моменту відкриття 

рекомбінантного активатору тканинного плазміногену (r-TPA) 20 років 

тому не було. Використання гепарину, аспірину, дипірамідолу, 

клопідогрелю не дають виразного лікувального ефекту, а наявність у r-TPA 

побічних ефектів і обмеженість його використання через трьохгодинне 

терапевтичне вікно, значно лімітує коло його використання. У нових 

дослідження значну увагу приділяють молекулярним механізмам 

ішемічного ураженя, та пошуку фармакологічних та терапевтичних засобів, 

здатних попереджувати чи нівелювати розвиток ураження взагалі [57,58]. 

Клінічні випробування більшості провідних методів нейропротективного 

лікування не дають очікуваних ефектів і не відрізняються безпечністю, 

незважаючи на те, що дослідження, проведені на тваринах були досить 

успішними [67]. Однією з причин таких невдач може бути неправильно 

підібраний час для втручання в молекулярні процеси та не повне розуміння 

процесів загалом [68].  

Дослідження механізмів ішемічного ушкодження та пошук 

терапевтичних методів лікування наслідків, спричинених ішемічним 

ураженням мозку, одна з важливих проблем сучасності. Висока чутливість 

до ішемічного інсульту не лише нейронів, а й тканин, що знаходяться в 

безпосередній близькості до зон ураження, ведуть до незворотних порушень 

і смерті пацієнта. Масове вивільнення збудливих амінокислот, особливо 

глутамату, може призвести як до відновлення роботи транспортерів 

глутамату, так і до Са2+ залежного екзоцитозу [32]. Приєднання глутамату 

до йонотропних N–метил d–аспартат (NMDA)- і α-аміно-3-гідрокси-5-

метил-4-ізоксазолепропіонієвої кислоти (АMPA)- рецепторів сприяє 

надмірному входу Са2+ в клітину. При цьому надлишок йонів кальцію 
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активує ряд ферментів: фосфоліпаз, ендонуклеаз, протеаз, які руйнують 

цитозольні структури і запускають в клітині апоптоз. Вивільнення високих 

концентрацій глутамату спостерігається в ішемічному ядрі і в зоні 

пенумбри і веде до смерті клітини [215]. Глутаматіндукована смерть 

пов'язна з апоптозом, присутня характерна фрагментація ДНК, 

морфологічні зміни, активація кальпаїну, каспази-3, та транслокація 

фактору індукованого апоптозом (АІФ) з мітохондрій в цитоплазму і ядро. 

Припускають, що глутамат у високих концентраціях може індукувати 

апоптоз, як каспаз-залежним, так і каспаз-незалежним шляхом [33]. 

Експресія ізоформ РМСА, які не розщеплюються каспазою-3, запобігає 

розвитку дисбалансу внутрішньоклітинного Са2+, сповільнює кінетику 

апоптозу, затримує вторинний некроз, зміщуючи баланс смерті клітин від 

апоптозу до некрозу [25]. У нейронах розвитку ексайтотоксичності під час 

ішемічного ушкодження сприяє кальпаїн, що розщеплює NCX, основну 

систему виведення Са2+ з клітини. Надекспресія кальпастатину 

(ендогенного інгібітору кальпаїну) або експресія NCX2 ізоформи, що не 

розщеплюється кальпаїном, попереджає надлишковий вхід кальцію Са2+ і 

захищає нейрони від ексайтотоксично обумовленої смерті. Навпаки, 

пригнічення NCX3 РНК-інтерференцією робить нейрони чутливими до 

надлишку іонів Са2+ та ексайтотоксичності [95].  

Фармакологічне інгібування ASIC1а та нокаут гену ASIC1а 

оберігають мозок від ішемічного пошкодження навіть у присутності 

NMDA-блокатора [216]. Комбіноване інгібування глутаматопосередкованої 

ексайтотоксичності і ASIC1а–опосередкованого ацидозу показали 

нейропротективні результати [217,218]. 

Для запобігання розвитку ексайтотоксичності намагалися 

застосовувати блокатори NMDA– та АMPA –рецепторів [219,220], 

блокувати потенціалкеровані Са2+ канали німодіпіном [54,221,222], 

стимулювали відкриття К+-каналів [223,224], застосовували інфузійну 

терапію магнієм, використовуючи його здатність блокувати роботу 
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потенціалкерованих NMDA та Са2+ каналів [225]. В той час як досліди на 

тваринах дали позитивний результат, клінічні дослідження очікуваних 

результатів не принесли.  

Зростання входу Са2+ в клітину завдяки надактивації глутаматних 

рецепторів супроводжується надмірним накопиченням Са2+ в мітохондріях 

[226,227] порушенням їхньої роботи з наступним виходом Са2+ в 

цитоплазматичний простір не лише з мітохондрій але й з 

ендоплазматичного ретикулуму, незворотнього накопичення Са2+ в клітині і 

порушення роботи компартментів: ЕР-стресу та накопичення вільних 

радикалів [227,228]. Оксидативний стрес – важливий фактор розвитку як 

некрозу так і апоптозу при ішемічному пошкодженні тканин, особливо при 

реперфузії [35,36]. Мітохондрії виступають основним джерелом 

супероксидів в нормальних клітинах, порушення їхньої роботи зумовлює 

розвиток оксидативного стресу під час і після ішемічного ушкодження 

[229]. Вільні радикали викликають пошкодження мембрани шляхом 

перекисного окислення ненасичених жирних кислот фосфоліпідів, що 

входять до складу клітинних мембран, спричиняючи пошкодження 

клітинних компонентів: нуклеїнових кислот, генів, включаючи гени 

відповідальні за відновлення структур [230]. До вільних радикалів здатних 

спричиняти оксидативний стрес відносять: оксид азоту NO та супероксид-

аніон-радикал О2- [231]. Токсичність вільних радикалів зростає з 

утворенням пероксинітриту  ONOO–, який викликає окислення та 

нітрозилювання тирозинових залишків білків [232]. Також до вільних 

радикалів відносять пероксид водню Н2О2 та гідроксильні вільні радикали 

ОН [233]. При нормальному функціонуванні клітини вільні радикали 

продукуються на низькому рівні і контролюються ендогенною 

антиоксидантною системою яка включає, супероксиддисмутазу (СОД), 

глутатіонпероксидазу, каталазу та антиоксидантні вітаміни, такі як α-

токоферол та аскорбінова кислота. Ішемічне ж ураження сприяє 

накопичення надлишку NO, зокрема, збільшення глутаматопосередкованої 



 101 

внутрішньоклітинної концентрації кальцію Са2+, в результаті 

кальмодулінзалежної регуляції NO-синтази (NOS) [31]. Активність всіх 

трьох форм NOS зростає після ішемії та реперфузії. Інактивація ж NOS-1 та 

NOS-2 має нейропротективний вплив на уражені діянки [234]. Ішемічне 

пошкодження та реперфузія підвищує рівень активних форм кисню, які 

ведуть до пошкодження мембранних білків, перокисного окислення 

докозагексаєнової кислоти, прекурсору нейропротекторних докозаноїдних 

білків, розщеплення ДНК через гідроксилювання гуанінів та метилювання 

цитозинів. Крім цього, вільні радикали можуть блокувати мітохондріальне 

дихання, інгібуючи комплекс ферментів електрон-транспортного ланцюга 

та сприяти формуванню мітохондріальної пори, з наступним вивільненням 

внутрішньомембранного та зовнішньомембранного вмісту мітохондрії, 

активуючи білки апоптозу [235–238]. Ендоплазматичний ретикулум також 

вразливий для окислювального стресу, і окисне ушкодження цього 

компартменту клітини в свою чергу теж сприяє загибелі нейронів після 

ішемії [239]. Показано, що використання інгібіторів редуктаз – статинів 

(HMG-CoA-редуктаз), при гострому ІУ впливає на продукцію NO. Проте 

результати досліджень, що проводяться в цьому напрямку суперечливі. В 

роботах, що проводилися на мишах in vivo було отримано негтивні ефекти 

від застосування статинів [240], а проведені дослідження на щурах, при 

введені статинів після ішемії показали зменшення зони ішеміного ураження 

на МРТ [241]. 

Експериментальні дані показують, що у відповідь на ішемічне 

ушкодження, протягом декількох хвилин активується мікроглія і продукує 

велику кількість прозапальних медіаторів, активуються фактор некрозу 

пухлин TNF-α інтерлейкін IL-1β і фактор активації тромбоцитів через 2 

години після ішемії які посилюють пошкодження тканин [21,39,40], але 

також можуть захищати мозок від ішемічного та ексайтотоксичного 

ушкодження [41–43] [242] [95] [96] [245–247]. Продукування мікроглією та 

астроцитами як прозапальних так і протективних факторів в різні періоди 
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ушкодження додає складності і в розуміння патофізіологічних процесів і в 

стратегії нейропротекції при ішемічному ушкодженні [85], [86]. 

Для зменшення наслідків запалення, проходять дослідження 

блокаторів запалення на будь-якому етапі його розвитку. З використанням 

мишей з нокаутом генів, кодуючих ІСАМ, та блокадою його було показано 

зменшення розміру уражених ділянок in vivo [250–254]. Застосовуються 

антитіла для блокування молекул адгезії [52,78,255–264]. Комбінації анти-

ІСАМ та анти-СD18 з тромболізом дала досить позитивні результати у разі 

застосування в межах 4 годинного вікна [265].  

Всі можливі методи модулювання наслідків ішемічного ураження та 

відповіді на нього організмом стикаються так чи інакше з однією 

проблемою: часовим вікном в межах якого будуть актуальні терапевтичні 

маніпуляції – 3 години. Розробники фармакологічних засобів пом’якшення 

ІУ все частіше звертаються до необхідності активувати ендогенні 

нейропротективні механізми мозку. Саме дослідження ендогенних 

нейропротективних механізмів відповіді різних відділів мозку на ішемічне 

ураження і селективна чутливість до нього може стати одним з ключових 

етапів у попередженні розвитку тяжких пошкоджень.  

Сьогодні для лікування ішемічного ураження у разі виникнення 

симптомів в межах 3 годин використовується r-TPA, через 24 години після 

застосування r-TPA, або у випадку звернення до медиків більш ніж через 3 

години після прояву симптомів ІУ застосовують аспірин, гепарин, 

комбінацію аспірину-дипірамідолу з додаванням чи без клопідогрелю. У 

разі виявлення структурних уражень проводиться хірургічна чи 

ендоваскулярна терапія [266]. Незважаючи на успіхи використання 

тромболітичної терапії, через високий рівень кровотеч та реперфузійного 

пошкодження, пошук альтернативних методів лікування здатних 

попереджати розвиток запалення, утворення вільних радикалів та апоптозу 

чи некрозу та ін. не припиняється [267,268]. 
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4.1 Виживання нейронів гіпокампа при попередньому АПК та 

додаванні ДПД 

Добре відомо, що не всі відділи мозку реагують на ішемічне ураження 

однаково. Нейрони різних зон гіпокампа, мають різну чутливість до 

гіпоксичних уражень, так звану – "селективну чутливість". За однакових 

умов нейрони СА1 зони мають вищий рівень смертності, ніж нейрони 

гіпокампа СА3 зони гіпокампа [14,15,22,23]. Тож саме дослідження 

молекулярних механізмів відповіді цих популяцій нейронів привертає 

особливу увагу. 

За умов моделювання ішемічного ураження на органотиповій культурі 

гіпокампа шляхом киснево-глюкозної 30 хв. депривації нами були отримані 

дані, що свідчили про достовірний вищий рівень смертності нейронів 

гіпокампа в СА1 зоні (кількість ПЙ-позитивних клітин на одиницю площі 

зростала у 25 разів по відношенню до контролю), ніж в СА3 зоні (кількість 

ПЙ-позитивних клітин на одиницю площі зростала у 12 разів по 

відношенню до контролю). Ці дані співпадають з даними інших робіт по 

дослідженню високої чутливості нейроніів СА1 зони до ішемічного 

ураження [269,270].  

Дослідження ендогенних механізмів нейропротекції показало, що 

короткі сублетальні епізоди кисневого голодування можуть призводити до 

підвищення резистентності нейронів при подальшому розвитку тривалої або  

тяжчої гіпоксії та ішемії [257], [259], [260]. Це явище відоме як аноксичне 

пре кондиціювання АПК. В нашій роботі ми розробили схему АПК, шляхом 

емпіричного підбору оптимальної тривалості аноксії для органотипових 

зрізів гіпокампа та кратності проведення аноксичних впливів. Поодиноке 

АПК не призводило до достовірної гибелі нейронів ні за умов тривалості 

АПК 2-хв., чи 5 хв. Прекондиціювання різної тривалості і повторюваності в 

комбінації ж з моделюванням КГД вело до зниженням кількості 

ушкоджених клітин на одиницю площі з кожним наступним повторюванням 

аноксичного прекондиціювання. І 5 хв. прекондиціювання носило 
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вираженіший характер, ніж 2 хв. Роботи з дослідження можливих 

механізмів, що сприяють адаптації нейронів до ішемічного ураження при 

аноксичному прекондиціюванні, зфокусованні на дослідженні інгібування 

апоптозу в нейронах, нейрогенезу, та активуванні інших факторів, що 

сприяють виживанню. В деяких роботах з дослідження впливу АПК на 

тканини, включаючи мозок, ефект від попередніх прекондиціюваньнувань 

приписують активації фактора, що індукується гіпоксією (HIF-1) – 

транскрипційного фактора білкової природи, що активується в клітині у 

відповідь на падіння доступності кисню [72,272,273]. HIF-1 – 

гетеродимерний комплекс, що в активному стані веде до підвищення 

виживання клітин, індукуючи експресію багатьох власних генів-мішеней, 

таких як: ендотеліальний ростовий фактор, транспортери глюкози, 

антиоксидантні ферменти, білки теплового шоку, антиапоптичні гени та 

багато інших [72,274,275]. Нас, в нашій роботі, цікавила особливість 

деградації однієї з субодиниць фактору, а саме HIF-α, за умов доступності 

кисню, що спричиняла зупинку роботи всього комплексу та процесів, які 

HIF-1 індукує [14,15,22,23]. Гідроксилювання HIF-α субодиниці може бути 

припинене за гіпоксичних умов, при додаванні хлориду кобальту, та йонів 

заліза [194,195,276]. За цих умов HIF-α-субодиниця стабілізується і в 

подальшому гетеродимеризується з β-субодиницею і активується адаптивна 

генетична відповідь спрямована на компенсацію кисневого дефіциту 

[111,113,277–281]. HIF-3α на відміну від HIF-1α та HIF-2α слабший 

транскрипційний фактор [282], хоча HIF-3α не містить кисень-чутливого і 

трансактиваційного домену вона працює як домінант-негативний регулятор 

HIF-субодиниць, пригнічуючи ендогенну експресію VEGF при гіпоксії 

[127,144]. Дослідження продуктів альтернативного сплайсингу HIF-3α у 

людини показує, що HIF-3α4 ізоформа, функціонує, як домінант-негативний 

інактиватор активності HIF-1 [283]. Крім того, відомо, що за низьких 

концентрацій в клітинах HIF-1β- субодиниці, HIF-3α субодиниця здатна 

зв'язуватися з HIF-1α та HIF-2α субодиницями і пригнічувати активацію 
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геннів мішеней HIF-1 [284]. HIF-1 може запускати як процеси виживання , 

так і процеси, що сприяють смерті клітин, причина активації тих чи інших 

процесів, досі не з'ясована [194].  

Відомо, що ішемічне ураження веде до інгібування роботи HIF-

пролілгідроксилаз і наступного накопичення HIF [4], в роботах Ндубуізу та 

співавторів, показано, що з віком адаптивна відповідь HIF-1 на ішемію 

послаблюється [285]. Цей ефект спричинений зростанням активності HIF-

пролілгідроксилаз і не супроводжується зниженням рівня експресії 

субодиниць HIF-1 [285]. Добре відомо, що ішемічне ураження призводить 

до зростання рівня HIF-1α в дослідженнях мозку і in vivo і in vitro [286–288]. 

В дослідженнях експресії HIF-1α в гіпокампі Хайдбредера та співавт., 

повідомлялося, що помірна гіпоксія не впливає на зміну рівня експресії 

HIF-1α, і призводить до зростання рівня експресії  HIF-3α в гіпокампі через 

2 год. після проведення [289]. В свою чергу в роботах групи дослідників, 

що проводили двохсудинну оклюзію на щурах було показано, що низька 

концентрація HIF-1α в гіпокампі може сприяти виживанню нейронів після 

проведення фокальної ішемії [186]. 

Пригнічення активації експресії генів мішеней HIF за рахунок  

зв'язування HIF-1β з HIF-3α субодиницею було показане в тканинах 

мозочка, нирок, епітелію рогівки,  і в деяких клітинних лініях [14,127,282]. 

Експресія HIF-3α субодиниці також стабілізується за ішемічних умов [289], 

і як і в інших відділах мозку [127,289], в гіпокампі може вести до 

блокування роботи HIF-1.  

В нашій роботі показано, що в нейронах СА1 зони рівень експресії 

HIF-1 α вищий, ніж в нейронах СА3 зони. Також ми показали, що рівень 

експресії HIF-3α достовірно нижчий, порівнюючи з рівнем експресії HIF-1 α 

і ця різниця спостерігається в обох зонах гіпокампа. Це співпадає з даними 

інших груп, що показали експресію HIF-1 α  за нормальних умов в нейронах 

гіпокампа мишей [287,290] та щурів [290]. В роботах Хайдбредера та 

співавт. було детектовано експресію HIF-3α при нормоксії, ніякої ж різниці 
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в експресії HIF-1α та HIF-3α не виявлено. HIF-1 експресується не лише 

нейронами, а й астроцитами, епіндемальними клітинами, та ендотелієм 

[289], в нашій роботі ж, в свою чергу досліджувалися власне пірамідальні 

нейрони гіпокампа і була показана різниця рівнів експресії HIF-1α та HIF-3α 

в нейронах.  

КГД-індуковане пошкодження нейронів супроводжувалося 

достовірним зниженням рівня експресії HIF-1α та HIF-3α в нейронах СА1 

зони. Цікаво, що вплив дії КГД на експресію HIF-3α в СА3 зоні носив 

вираженіший характер, експресія HIF-3α після КГД знижувалася по 

відношенню до контролю. Достовірних змін рівня експресії HIF-1α та HIF-

3α в СА3 зоні не спостерігалося. 

Аноксичне прекондиціювання не впливало достовірно на зміну рівня 

експресії HIF-1α та HIF-3α порівняно з контролем в обох зонах, що 

співідноситься з отриманими нами результатами з дослідження рівня ПЙ-

позитивних клітин після проведення АПК, і відповідно порівняно з 

контролем супроводжувалося низькою смертністю клітин в обох зонах 

гіпокампа. Комбінування АПК з наступним КГД, попереджувало загибель 

клітин, індуковану КГД. При цьому наші дослідження зміни рівня експресії 

HIF-1α та HIF-3α показали, що в цій експериментальній групі в СА1 зоні 

рівень експресії субодиниць, достовірно не змінювався, і залишався на рівні 

співставному з контрольним, хоча й зазнав значного зниження після 

проведення КГД. Фактично проведення АПК перед КГД не зумовлювало 

зниження рівня експресіїї HIF-1α вСА1 і СА3 зоні. Проте важливою є 

різниця, що спостерігалася в рівнях експресії HIF-1α та HIF-3α в групах з 

АПК і КГД, або ж  тільки з КГД. Зрізи, що піддавалися КГД, мали 

достовірно нижчий рівень експресії HIF-1α, ніж ті, в якиж попередньо 

проводилося АПК. Також різниця в рівні експресії HIF-1α та HIF-3α між 

зрізами в яких проводилося тільки АПК і тільки КГД  була достовірною. 

Наші дані свідчать, що попереднє проведення АПК може попереджати КГД-

індуковану супресію генів HIF-1α та HIF-3α.  
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В роботах Лі та співавт. показано, що АПК стимулює накопичення 

HIF-1 активніше, ніж ішемія в мозку [286]. Нами достовірних змін в рівні 

експресії HIF-1α та HIF-3α після АПК виявлено не було. Тому можна 

зробити висновок, що нейропротективний ефект АПК може частково бути 

опосередкованим попередженням супресії HIF-1. Можливо, механізм АПК-

опосередкованої нейропротекції швидше пов'язаний з запобіганням 

деградації білка HIF-1, ніж з підвищенням рівня експресії HIF. Одним з 

таких механізмів є HIF-пролілгідроксилази, які власне і відповідають за 

деградацію HIF, за нормоксичних умов. В літературі було показано, що 

додавання HIF-проліл-4-гідроксилаз перед ішемічним ураженням веде до 

виживання ембріональних коркових нейронів у щурів при окислювальному 

стресі [195]. Авторами показано, що і додавання HIF-проліл-4-гідроксилаз, і 

РНК-інтерференція захищають нейрони від окислювального стресу при 

нормоксії.  

В роботі групі дослідників під керівництвом Х.Чавеса [180], при 

дослідженні зміни експресії HIF-1α за умов оклюзії середньої мозкової 

артерії було показане двохфазне хвилеподібне зростання концентрації HIF-

1α після проведення ішемічного ураження. Починаючи з 1 години 

спостерігалося зростання кількості HIF-1α, головним чином в нейронах, яке 

продовжувалося до 1 доби, вдруге зростання концентрації HIF-1α 

спостерігалося на 2 д. і тривало до 8 доби. Цікаво, що ці дані добре 

співвідносяться з роботами в яких досліджувалася динаміка загибелі клітин 

після проведення ішемічних впливів на гіпокампі [291,292]. Цімер та 

співавт. 2002 року показали, що в СА1 зоні гіпокампа максимальна 

кількість ПЙ-позитивних клітин спостерігалася на 24 годині, а достовірна 

по відношенню до контролю вже на 9 годині, за допомогою фарбування 

ядер Hoechst ними було показано достовірну деформацію ядер в 

пірамідальних нейронах гіпокампа вже через 1 годину після 30 хвилинного 

КГД з повною наступною редукцією розмірів ядер на 6 годину [291]. В 

роботах же іншої групи дослідників на чолі з Андре Вудом [292] 
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досліджувалася не тільки кількість ПЙ-позитивних клітин на культурі 

гіпокампа, а й за допомогою імуноблотингу досліджувалася активність 

каспаз 1, 2, 3, 8 та 11 на різних проміжках часу після 35 хвилинної КГД, 

ними не було детектовано активності 1, 2 та 8 каспаз, але в СА1 зоні 

показана активність каспази 3 та 9. На 12 годині після КГД більшість 

нейронів СА1 зони були каспаз-3-позитивними, в деяких групах клітин 

локалізація каспаз-3 спостерігалася в ПЙ-позитивних клітинах, на 24 годині 

майже всі каспаз-3-позитивні клітини були і ПЙ-позитивними. Активація 

каспази 9 також зростала через 12 годин після КГД і знижувалася  на 24 

годинні. Активація каспаз достовірно передувала смерті нейронів. Через 

добу активність каспази-3 в ПЙ- позитивних клітинах не спостерігалася, що 

може бути пов'язане з активацією в нейронах каспаз-незалежних шляхів 

апоптозу на той час [292].  

Відомо, що HIF-1 має велику кількість генів-мішеней [106,125,154], 

[212], [213] які спрямовані на активацію росту судин, еритропоез, гліколіз, 

апоптоз, підтримання енергетичного метаболізму. Аналіз двохвильового 

характеру розподілу активації HIF-1 в роботах групи Х.Чавеса [290] показав 

зростання експресії генів, що відповідають за ферменти гліколізу, 

проангіогенні білки та гени-мішені HIF-1, пов'язані з апоптозом (bNIP3, 

Noxa, Nix, and RTP801). Друга фаза активності HIF-1 характеризувалася  

достовірним підвищенням рівнів експресії генів, задіяних в ангіогенезі 

(Vegf, Flt-1, PAI-1, Ang-2, Flk), зберігався також високий рівень експресії 

Glut-1, енолази, та EРО, активації ж генів, що сприяють смерті клітин не 

відбувалося. Можливо в гострій фазі ішемічного ураження (до 24 год) HIF-

1α стимулює смерть клітин, через активацію про-апоптичних генів-мішеней, 

а в пізній фазі активує адаптивні механізми, що сприяють виживанню 

нейронів. В роботі Хілтона на мишах з делецією алелі HIF-1α, показано, що 

при гострому ішемічному інсульті, ця делеція має нейропротективний 

характер [186]. На сьогоднішній день залишається не зрозумілим, яким саме 

чином регулюється вплив HIF-1α на подальше виживання чи смерть клітин 
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після ішемічного ураження мозку [293], можливо, ці процеси залежать від 

тривалості ішемічного ураження і його тяжкості, проте в нашій роботі ми 

показали, що застосування прекондиціювання з використанням інгібітора 

HIF-пролілгідроксилаз мало нейропротективний ефект на нейрони СА1 зони 

гіпокампа.  

4.2 Зміни Ca2+-гомеостазу в пірамідальних нейронах гіпокампа 

після проведення  КГД 

Гіпокамп являється найвразливішою до ішемічного ураження 

структурою мозку з селективною вразливістю нейронів СА1 зони 

спричиненою індукованою ішемією Са2+ залежною ексайтотоксичністю. В 

своїй роботі ми вивчали нейрон-специфічні порушення Са2+ -гомеостазу 

після моделювання ішемічного ураження (КГД) та нейропротективну роль 

АПК та HIF-1 in vitro. 

Нейрони СА1 та СА3 переносять гіпоксичні та ішемічні ураження по-

різному, що спричиняється порушенням Са2+-гомеостазу. Після проведення 

КГД, індукований деполяризацією [Са2+]i транзієнт сповільнювався в обох 

зонах, але порушення роботи внутрішньоклітинних депо Са2+ 

спостерігалися виключно в нейронах СА1 зони. Знижувався рівень 

вивільнення Са2+ з ЕР та рівень його накопичення в депо, що приводило до 

зростання кількості уражених клітин в СА1 зоні гіпокампа на 4 годину 

реоксигенації після 30 хв КГД [294]. Уповільнення кінетики [Са2+]i 

транзієнту в СА1 та СА3 нейронах після КГД відповідає порушенню 

процесів утилізації йонів Са2+ з цитозолю під час деполяризації нейронів. 

Механізмів, відповідальних за утилізацію Са2+, кілька: акумуляція Са2+ 

всередині ЕР завдяки SERCA; виведення Са2+ за межі клітини за допомогою 

PMCA та Na+/Са2+ обмінником (NCX); та акумуляція Са2+ в мітохондріях. 

Роль мітохондрій та Na+/Са2+ обмінника у зниженні концентрації 

цитоплазматичного Са2+  в нейронах гіпокампа мінорна, в той час як і 

PMCA, і SERCA приймають активну участь у стабілізації рівня Са2+  [90]. 
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NCX мітохондрій низькоафінний, але має велику ємність, індукований 

ішемічним ураженням надмірний вхід Са2+  у мітохондрії та порушення 

їхньої роботи індукує відстрочену нейродегенерацію в мозку [295,296]. КГД 

індуковане уповільнення швидкого компоненту транзієнту спостерігається 

лише в нейронах СА1 зони і вказує на порушення функціонування Ca2+-

АТФаз, що підтверджується зниженням агоніст-індукованого виходу Са2+ з 

ЕР і зниженням акумуляції Са2+ в ЕР нейронів СА1 зони. Зниження рівня 

обох підтипів PMCA: PMCA-1 та PMCA-2, вказує на порушення роботи 

Ca2+-АТФаз в нейронах СА1 зони. Зниження експресії РМСА-3, але не 

SERCA2b, спостерігалося після проведення ішемії переднього мозку [297]. 

Дисфункція Ca2+ транспортних систем після ІУ веде до надмірного входу 

Ca2+, порушення Ca2+ гомеостазу і відстроченої смерті у нейронах 

вразливих регіонів гіпокампа [18,298,299]. Дисфункція Ca2+-гомеостазу 

після ішемії в СА1 та СА3 відрізняється і супроводжується 

диференціальними змінами рівня експресії Ca2+-АТФаз, що вказує на різну 

природу клітинної відповіді і посттранскрипційного регулювання в 

нейронах цих зон. Активування експресії SERCA2b в нейронах СА3 зони 

після КГД та відсутність змін рівня експресії РМСА1 та РМСА2 дає 

можливість зробити висновки, що Ca2+-АТФаза відіграє важливу роль у 

виживанні нейронів СА3 зони після КГД-індукованого порушення Ca2+-

гомеостазу і індукованої ним Ca2+- залежної ексайтотоксичності.  

Активування SERCA2b в нейронах CA3 зони гіпокампа попереджає 

порушення роботи Са2+-депо після ішемічного ураження, та принаймні частково 

пояснює причини виживання нейронів у цій зоні під час індукування ішемією 

надмірного входу Ca2+, та спричиненої ним ексайтотоксичності.  

4.3 Нейропротективний ефект АПК на КГД-індуковані зміни Ca2+-

гомеостазу 

Короткострокове гіпоксичне або аноксичне прекондиціювання, добре 

відомий феномен, здатний підвищувати резистентність мозку до наступного 
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тривалого ішемічного ураження, попереджати загибель нейронів СА1 зони 

гіпокампа при інсульті [300]. Незважаючи на те, що ключовим регулятором 

толерантності нейронів до ішемічного ураження вважається 

мітохондріальний каспаз-індукований сигналінг [295,301], молекулярні 

механізми зрозумілі лише частково. Ми показали, що крім механізмів 

пов’язаних з впливом мітохондрій, є принципово інші, завдяки яким 

прекондиціювання попереджає розвиток порушень після КГД і це 

опосередковується через активацію Ca2+- АТФаз. Після проведення АПК 

активується експресія SERCA2b і нейронах СА1 зони гіпокампа, ініціюючи 

клітинну адаптацію до зниженого рівня доступності кисню на пост-

трансляційному рівні. Наші результати показують, що на функціональному 

рівні нівелюється значною мірою спричинене КГД порушення роботи Ca2+-

депо в нейронах СА1 зони: вивільнення Са2+ з ЕР; його накопичення в депо; 

та вклад ЕР в зниження [Са2+]i транзієнту, обумовлене деполяризацією 

мембрани після КГД. В нейорнах СА3 зони спостерігалася активація 

SERCA2b після КГД, яка також супроводжувалася стабільною роботою 

Са2+-депо, що підтверджує роль SERCA2b у зниженні вразливості до КГД 

СА3 зони. Хоча механізми транскрипційного контролю невідомі, 

прекондиціювання може модулювати експресію гену, кодуючого Ca2+-

АТФази, а також посттрансляційні зміни, індуковані ішемією [302]. 

Адаптивні відповіді спричинені прекондиціюванням залежать від 

часового вікна між прекондиціюваннями та індукують розвиток 

толерантності від кількох хвилин до годин чи навіть днів [300,303,304]. 

Поєднавши короткострокове 5 хвилинне прекондиціювання з його 

триразовим повторенням з інтервалом 12 годин, ми досягли ефекту 

активації і генів, і синтезу білка de novo, необхідного для тривалої адаптації 

клітин до наступного ішемічного ураження. Така нейропротективна 

стратегія дала можливість захистити нейрони СА1 зони від наступного 

тривалого ішемічного ураження – 30 хв. КГД in vitro [294]. Поєднання КГД 

з АПК спричинює зростання рівня SERCA2b та забезпечує нормальне 
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функціонування депо ЕР, і нейропротективний ефект АПК забезпечується 

саме модуляцією роботи внутрішньоклітинного Ca2+ депо [305]. Хоча АПК і 

спричиняє зростання [Са2+]i транзієнту, обумовленого деполяризацією 

мембрани в нейронах СА1 зони, це швидше відображає гостру адаптивну 

відповідь, що обумовлена проникністю іоних каналів, фосфорилюванням 

білків, чи іншими посттрансляційними модифікаціями [300], АПК не може 

запобігти уповільненням повільної складової транзієнту в нейронах СА1 та 

СА3 зони після КГД. З іншого боку, це може бути пов’язане з тим, що АПК 

не може повністю справитися з багаточисленними системами, що 

опосередковують збудливість нейронів.  

4.4 HIF-1 та Ca2+-гомеостаз в пірамідальних нейронах гіпокампа 

Нейропротективні властивості HIF-1 при розвитку гострих чи 

хронічих ішемічних уражень широко досліджені як в роботах іn vitro, так і 

іn vivo [180,183,306], при цьому зв’язок між HIF-1 та Ca2+-гомеостазом 

майже не досліджено. В нашій роботі вперше показано роль HIF-1α у 

нейронспецифічних змінах Ca2+ гомеостазу і механізм HIF-1α спричиненого 

попередження розитку порушень в роботі Ca2+-депо пірамідальних нейронів 

при КГД.  

З огляду на особливості механізмів деградації HIF-1α за 

нормоксичних умов [113,307], ми використали інгібітор HIF-

пролілгідроксилаз для попередження деградації HIF-1α субодиниці та 

активування транскрипційного фаткору HIF-1 і транскрипції його генів-

мішеней відповідно [108,308]. Сприяючи активації транскрипції генів, що 

контролюються HIF-1, можна дослідити як саме він впливає, і чи впливає 

взагалі на експресію SERCA2b та яку відіграє роль в КГД-індукованих 

порушеннях Ca2+-гомеостазу нейронів гіпокампа. Інгібування деградації 

HIF-1α підвищує рівень експресії SERCA2b в нейронах СА1 зони, який 

залишається підвищеним після КГД, спостерігається, як і у випадку з 

застосуванням АПК, відсутність порушень в роботі Ca2+-депо в цих 
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нейронах. І вихід Ca2+ з ЕР, і акумуляція всередині депо в нейронах СА1 

зони не змінюється після КГД за умов додавання інгібітора ДПД, що разом 

з підвищенням рівня експресії SERCA2b вказує на залежність цього процесу 

від активності HIF-1. Хоча свідчень про те, що білки родини SERCA 

належать до генів-мішеней HIF-1, поки що немає, наші результати вказують 

на те, що це можливо, оскільки функціональний взаємозв’язок в наших 

експериментах прослідковується досить чітко. Очевидно, саме це є ще 

одним механізмом, за допомогою якого HIF-1 опосередковує 

нейропротективний вплив при ішемічному уражені та попереджає розвиток 

Ca2+-залежної ексайтотоксичності, не рахуючи добре відомі [156,309]. 

Ефекти отримані від стабілізації роботи HIF-1, були аналогічними тим, що 

отримали при досліджені нейропротективного механізму АПК [183]. Як і 

при АПК, інгібування деградації HIF-1α веде до зростання [Ca2+]i 

транзієнту, обумовленого деполяризацією мембрани пірамідальних 

нейронів, і ,як і у випадку з АПК, інгібування деградації HIF-1α не впливало 

на КГД-індуковане зниження кінетики спаду [Ca2+]i . Це вказує на швидку 

активацію іоних каналів/рецепторів, чутливих до рівня кисню, а не на 

активацію HIF-опосередкованих тривалих адаптативних механізмів, здатних 

модулювати нейрональну ексайтотоксичність. З іншого боку відомо, що 

HIF-1 сприяє активації генів, що кодують Ca2+ канали Т-типу протягом 

гіпоксії [310], які в свою чергу можуть приводити до зростання  входу 

[Ca2+]i , залишаючи питання про те, яка ж насправді роль HIF-1-залежного 

зростання в клітинах збудливості, для подальших досліджень. 

В нашій роботі показано перспективність дослідження молекулярних 

механізмів прекондиціювань, як для розуміння фундаментальних механізмів 

ендогенної адаптації, так  і для використання при розробці подальших 

стратегій терапевтичного пом’якшення перебігу ішемічного ураження, та 

відновлення функціонування гіпокампа. Власне і АПК і інгібування роботи 

HIF-пролілгідроксилаз сприяють не лише відновленню Са2+ гомеостазу в 
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клітинах гіпокампа, а й виживанню клітин в цілому після моделювання 

ішемічного ураження.   
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ВИСНОВКИ 

У дисертаційній роботі встановлено, що ішемічне ураження має 

різний вплив на нейрони різних зон гіпокампа, зумовлюючи високий рівень 

смертності нервових клітин, порушення кальцієвого гомеостазу та 

зниження рівня HIF-1α та HIF-3α субодиниц в СА1, але не в СА3 зоні 

гіпокампа. Активація HIF-1α, шляхом попереднього інгібування HIF-1-

пролілгідроксилаз та АПК має виражений нейропроетктивний характер.  

1. Показано, що моделювання ішемічного ураження in situ шляхом 

проведення КГД тривалістю 30 хв. призводило до загибелі нейронів СА1 та 

СА3 зон гіпокампа із виражено вищим рівнем чутливості клітин СА1 зони, 

ніж клітин СА3 зони гіпокампа. 

2. Ішемічне ураження клітин СА1 зони корелювало із зниженням 

рівня експресії HIF-1α та HIF-3α, тоді як вища резистентність клітин СА3 

зони супроводжувалась зростанням рівня експресії HIF-1α. 

3. Моделювання ішемічного ураження in situ призводило до 

порушення регуляції внутрішньоклітинного [Са2+]i у нейронах СА1 зони, 

що супроводжувалось сповільненням відновлення [Са2+]i після 

деполяризації нейронів та зниженням рівня Са2+ у внутрішньоклітинних 

[Са2+]i депо після КГД, тоді як у нейронах СА3 зони таких змін не 

спостерігалося. 

4. Розроблено оптимальну модель короткострокового аноксичного 

прекондиціювання (3-разове повторення АПК тривалістю 5 хв), що 

призводило до зниження кількості ушкоджених клітин в обох зонах. 

5. АПК призводило до відновлення рівня експресії HIF-1α та HIF-

3α субодиниць у нейронах СА1 зони гіпокампа за умов КГД, нормалізації 

вмісту Са2+ у внутрішньоклітинних Са2+-депонуючих органелах, що  

супроводжувалось зростанням рівня експресії SERCA2b у цих нейронах.  

6. Показано, що при інгібуванні HIF-пролілгідроксилаз у нейронах 

СА1 зони гіпокампа за умов КГД, також відбувається нормалізація вмісту 
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Са2+ у внутрішньоклітинних Са2+-депонуючих органелах і зростає рівень 

експресії SERCA2b, а це вказує на HIF-1-опосередковану модуляцію 

експресії генів, які кодують Са2+-АТФази, демонструючи нові гени-мішені 

HIF-1. 

7. Таким чином, виражений нейропротективний характер АПК та 

інгібування HIF-пролілгідроксилаз свідчить про HIF-1-опосередковану 

ендогенну нейропротекцію. 
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