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Âïëèâ êèñíåâî-ãëþêîçíî¿ äåïðèâàö³¿ ð³çíî¿ òðèâà-
ëîñò³ íà êóëüòèâîâàí³ çð³çè ã³ïîêàìïà ùóð³â

Áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé â êóëüòèâèðóåìûõ ñðåçàõ ãèï-
ïîêàìïà ïîñëå êèñëîðîäíî-ãëþêîçíîé äåïðèâàöèè (ÊÃÄ) ðàçëè÷íîé äëèòåëüíîñòè (10, 30 è 60
ìèí) è ïîñëåäóþùåé íîðìîêñè÷åñêîé ðåîêñèãåíàöèè íà ïðîòÿæåíèè 1, 4 è 24 ÷. Æèçíåñïîñîá-
íîñòü êóëüòóð îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ òðèïàíîâûì ñèíèì, îïðåäåëåíèÿ àêòèâíî-
ñòè ëàêòèòäåãèäðîãåíàçû â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå è ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè êóëüòèâè-
ðóåìûõ ñðåçîâ ñ ïîìîùüþ  ÌÒÒ-òåñòà. Ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ â çîíå ÑÀ1 êóëüòèâèðóåìûõ
ñðåçîâ ãèïïîêàìïà àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîé è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Âûÿâëå-
íî, ÷òî â òå÷åíèå ïåðâîãî ÷àñà ïîñëå 10 ìèí ÊÃÄ äåñòðóêòèâíûå èçìåíåíèÿ â êóëüòèâèðóåìûõ
ñðåçàõ ïðîÿâëÿþòñÿ íåçíà÷èòåëüíî; áîëåå òîãî, â ýòîò ïåðèîä íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå ìå-
òàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê. Ïðè àíàëèçå óëüòðàñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå
10 ìèí ÊÃÄ îòìå÷åíî óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ãëèàëüíûõ îòðîñòêîâ íà åäèíèöó ïëîùàäè stratum
radiatum çîíû ÑÀ1 èññëåäóåìûõ êóëüòóð. Îòìå÷åíî óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ïåðôîðèðîâàííûõ
è ìíîæåñòâåííûõ ñèíàïñîâ ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëþ, ãäå áîëåå ìíîãî÷èñëåííû ñèíàïñû
ïðîñòîãî òèïà. Ñïóñòÿ 4 ÷ ïîñëå 10 ìèí ÊÃÄ ïðèçíàêè ïîâðåæäåíèÿ èññëåäóåìûõ êóëüòóð
íà÷èíàëè ïðîÿâëÿòüñÿ è ñòàíîâèëèñü îò÷åòëèâûìè ÷åðåç 24 ÷. Òàêèì îáðàçîì, ëåãêàÿ (10 ìèí)
äåïðèâàöèÿ âûçûâàåò ïëàñòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â íåéðîíàõ è ïðèâîäèò ê îòñðî÷åííîìó èõ ïî-
âðåæäåíèþ. Ïîñëå 30 è 60 ìèí ÊÃÄ ïîâðåæäåíèå êëåòîê îòìå÷àëîñü ðàíüøå è áûëî áîëåå
âûðàæåííûì ïî ñðàâíåíèþ ñ 10-ìèíóòíîé ÊÃÄ. Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíà ïðÿìàÿ çàâèñè-
ìîñòü ñòåïåíè ïîâðåæäåíèÿ êàê îò äëèòåëüíîñòè ïåðèîäà ÊÃÄ, òàê è îò ïðîäîëæèòåëüíî-
ñòè ðåîêñåãåíàöèè. Ìîäåëü èøåìè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ â êóëüòèâèðóåìûõ ñðåçàõ ïîçâîëÿåò
àíàëèçèðîâàòü îñîáåííîñòè è ìåõàíèçìû ðåàêöèè íåðâíûõ êëåòîê íà ÊÃÄ è ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíà äëÿ òåñòèðîâàíèÿ íåéðîïðîòåêòîðíûõ ñðåäñòâ.
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ÂÑÒÓÏ

Âèâ÷åííÿ îñîáëèâîñòåé ³ ìåõàí³çì³â ðîçâèò-
êó óøêîäæåííÿ êë³òèí ìîçêó âíàñë³äîê
íåñòà÷³ êèñíþ òà ãëþêîçè, ùî âèíèêàº ïðè
ïàòîëîã³¿ ð³çíîãî ãåíåçó, çîêðåìà ïðè
³øåì³÷íèõ ³íñóëüòàõ º àêòóàëüíèì. Ïîêàçà-
íî, ùî êèñíåâî-ãëþêîçíà íåäîñòàòí³ñòü �
ôàêòîð ðèçèêó ïðè áàãàòüîõ íåéðîäåãå-
íåðàòèâíèõ çàõâîðþâàííÿõ, à ñàìå: õâîðî-
áàõ Àëüöãåéìåðà òà Ïàðê³íñîíà, åï³ëåïñ³¿
òîùî [2, 6]. Ñòóï³íü óøêîäæåííÿ ìîçêó òà
ìîæëèâ³ñòü çàïîá³ãòè çàãèáåë³ íåðâîâèõ
êë³òèí çàëåæàòü â³ä ³íòåíñèâíîñò³ ³øåì³÷-
íîãî âïëèâó òà òðèâàëîñò³ ïîñò³øåì³÷íîãî

ïåð³îäó. Â³äîìî, ùî òðèâàëà ³øåì³ÿ ïðèçâî-
äèòü äî ñèëüíèõ ³ øâèäêèõ óøêîäæåíü àáî
çàãèáåë³ íåðâîâèõ êë³òèí. Ó ðàç³ êîðîò-
êî÷àñíî¿ ³øåì³¿ íåéðîäåãåíåðàòèâí³ çì³íè
áóâàþòü ìåíøå âèðàæåí³, àëå ðîçâèâàºòüñÿ
â³äñòðî÷åíà çàãèáåëü êë³òèí [11]. Áàãàòî
ïèòàíü ùîäî äèíàì³êè òà ìåõàí³çì³â ðîç-
âèòêó ³øåì³÷íîãî óðàæåííÿ ìîçêó çàëèøà-
þòüñÿ â³äêðèòèìè.

Çð³çè, ÿê³ ïðîòÿãîì óñüîãî ïåð³îäó
êóëüòèâóâàííÿ çáåð³ãàþòü öèòîàðõ³òåêòî-
í³êó â³äïîâ³äíî¿ ä³ëÿíêè ìîçêó, îñíîâí³
çâ�ÿçêè ì³æ êë³òèíàìè òà ¿õ â³äðîñòêàìè,
øèðîêî âèêîðèñòîâóþòüñÿ äëÿ âèâ÷åííÿ
ïðîöåñ³â, ùî â³äáóâàþòüñÿ ïðè íåñòà÷³ êèñ-
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íþ òà ãëþêîçè â îðãàí³çì³ [3, 12, 14]. Äëÿ
ìîäåëþâàííÿ in vitro ³øåì³÷íîãî óøêîä-
æåííÿ êë³òèí âèêîðèñòîâóºòüñÿ êèñíåâî-
ãëþêîçíà äåïðèâàö³ÿ (ÊÃÄ) [10]. Â³äîìî, ùî
ã³ïîêàìï (³, îñîáëèâî, ï³ðàì³äí³ êë³òèíè çîíè
ÑÀ1 ã³ïîêàìïà) äóæå ÷óòëèâèé äî ã³ïîêñ³¿
òà ã³ïîãë³êåì³¿ [9].

Ìåòîþ íàøî¿ ðîáîòè áóëî âèÿâëåííÿ
ìîðôîëîã³÷íèõ ³ ôóíêö³îíàëüíèõ çì³í ó
êóëüòèâîâàíèõ çð³çàõ ã³ïîêàìïà ùóð³â ï³ñëÿ
ÊÃÄ ð³çíî¿ òðèâàëîñò³, à òàêîæ ïîäàëüøî¿
íîðìîêñè÷íî¿ ðåîêñèãåíàö³¿.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äëÿ îòðèìàííÿ çð³ç³â ã³ïîêàìïà âèêîðèñ-
òîâóâàëè ùóð³â 7-äîáîâîãî â³êó. Çà äîïîìî-
ãîþ àâòîìàòè÷íîãî ÷îïïåðà (�McIllwain�,
Âåëèêîáðèòàí³ÿ) ðîáèëè çð³çè òîâùèíîþ
350 ìêì. Êóëüòèâóâàííÿ çð³ç³â ïðîâîäèëè çà
ìåòîäîì Stoppini [15] íà íàï³âïðîíèêíèõ
ìåìáðàíàõ, ðîçì³ùåíèõ íà ìåæ³ ãàçîâîãî
(ñóì³ø àòìîñôåðíîãî ïîâ³òðÿ ç 5% ÑÎ

2
) ³

ð³äêîãî ñåðåäîâèùà (50% ÌÅÌ, 25%
çáàëàíñîâàíîãî ñîëüîâîãî ðîç÷èíó Õåíêñà,
25% òåðì³÷íî ³íàêòèâîâàíî¿ ê³íñüêî¿ ñèðî-
âàòêè; ðÍ 7,3) ïðè 35îÑ. Ñåðåäîâèùå êóëü-
òèâóâàííÿ çì³íþâàëè íà äðóãó äîáó ³íêóáàö³¿
òà äàë³ äâ³÷³ íà òèæäåíü. Ï³ñëÿ 12�14 ä³á
in vitro ñòàí êóëüòóð ñòàá³ë³çóâàâñÿ ³ âîíè
ñòàâàëè ïðèäàòíèìè äî åêñïåðèìåíò³â.

ÊÃÄ ñòâîðþâàëè óòðèìàííÿì çð³ç³â ó
ñïåö³àëüí³é êàìåð³ (35îÑ), â ÿê³é êèñåíü
ïîâ³òðÿ áóâ çàì³íåíèé íà àçîò, à â ñåðåäî-
âèù³ êóëüòèâóâàííÿ ãëþêîçà áóëà çàì³íåíà
íà ñàõàðîçó. Òðèâàë³ñòü ÊÃÄ ñòàíîâèëà 10,
30 àáî 60 õâ. Íàäàë³ çð³çè ïîâåðòàëè äî
íîðìàëüíèõ óìîâ êóëüòèâóâàííÿ íà 1, 4 àáî
24 ãîä (íîðìîêñè÷íà ðåîêñèãåíàö³ÿ).

Æèòòºçäàòí³ñòü êóëüòèâîâàíèõ çð³ç³â
îö³íþâàëè çà ìåòîäîì âèêëþ÷åííÿ ç êë³òèí
â³òàëüíîãî áàðâíèêà òðèïàíîâîãî ñèíüîãî
[13], à òàêîæ àíàë³çóþ÷è ê³ëüê³ñòü öèòîçîëü-
íîãî ôåðìåíòó ëàêòàòäåã³äðîãåíàçè (ËÄÃ)
ó êóëüòóðàëüíîìó ñåðåäîâèù³ (kit G4000,
�Promega�, ÑØÀ) êîëîðèìåòðè÷íèì ìåòî-
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äîì. Òðèïàíîâèé ñèí³é äîäàâàëè äî êóëü-
òóðàëüíîãî ñåðåäîâèùà ó ê³íöåâ³é êîíöåíò-
ðàö³¿ 0,2%. Ï³ñëÿ â³äìèâàííÿ ó ô³ç³îëî-
ã³÷íîìó ðîç÷èí³ çð³çè ô³êñóâàëè 2,5%-ì
ôîðìàëüäåã³äîì ³ ï³äðàõîâóâàëè ê³ëüê³ñòü
çàáàðâëåíèõ êë³òèí ó çîí³ ÑÀ1 êóëüòèâî-
âàíèõ ã³ïîêàìïàëüíèõ çð³ç³â, ðîçòàøîâàíèõ
ó ìåæàõ ïðÿìîêóòíî¿ çîíè ô³êñîâàíîãî
ðîçì³ðó. Â³äîìî, ùî òðèïàíîâèé ñèí³é
ïðîõîäèòü ÷åðåç ïëàçìàòè÷íó ìåìáðàíó
êë³òèí ó ðàç³ ¿¿ ïîøêîäæåííÿ òà çàáàðâëþº
êîìïîíåíòè öèòîïëàçìè ó ñèí³é êîë³ð.
Ôåðìåíò ËÄÃ ó íîðì³ çíàõîäèòüñÿ ó öè-
òîïëàçì³ êë³òèí, à ïðè ïîøêîäæåíí³ êë³òèí-
íî¿ ìåìáðàíè âèâ³ëüíþºòüñÿ ó çîâí³øíº
ñåðåäîâèùå. Òàêèì ÷èíîì, ê³ëüê³ñòü êë³òèí,
çàáàðâëåíèõ òðèïàíîâèì ñèí³ì ³ àêòèâí³ñòü
ËÄÃ ó êóëüòóðàëüíîìó ñåðåäîâèù³ îáåðíå-
íî ïðîïîðö³éí³ æèòòºçäàòíîñò³ êóëüòóð.

Ìåòàáîë³÷íó àêòèâí³ñòü âèçíà÷àëè çà
äîïîìîãîþ ÌÒÒ-òåñòó [4]. Ïðèíöèï ìåòî-
äó ïîëÿãàº â òîìó, ùî ó æèâèõ êë³òèíàõ
ðîç÷èííèé ÌÒÒ (3-(4,5-äèìåòèë-ò³àçîë-2-
³ë)-2,5-äèôåí³ëòåòðàçîë³þ áðîì³ä) âíàñ-
ë³äîê àêöåïö³¿ â³ëüíèõ åëåêòðîí³â ç åëåêò-
ðîííî-òðàíñïîðòíîãî ëàíöþãà ì³òîõîíäð³é
â³äíîâëþºòüñÿ äî íåðîç÷èííîãî ôîðìàçàíó,
ÿêèé íàêîïè÷óºòüñÿ ó öèòîïëàçì³ êë³òèí ó
âèãëÿä³ òåìíî-ñèí³õ êðèñòàë³â. Ê³ëüê³ñòü
óòâîðåíîãî ó êë³òèíàõ ôîðìàçàíó ïðÿìî
ïðîïîðö³éíà ¿õ ìåòàáîë³÷í³é àêòèâíîñò³.
Êóëüòèâîâàí³ çð³çè áóëè ³íêóáîâàí³ ïðîòÿãîì
10 õâ ó êóëüòóðàëüíîìó ñåðåäîâèù³ áåç
ôåíîëîâîãî ÷åðâîíîãî ç 0,5 ìã/ìë ÌÒÒ ïðè
35 îÑ. Íàäàë³ êóëüòóðè â³äìèâàëè õîëîäíèì
ô³ç³îëîã³÷íèì ðîç÷èíîì òà óòâîðåíèé ó
êë³òèíàõ ôîðìàçàí ðîç÷èíÿëè ó ñóì³ø³
³çîïðîïàíîëó ç ìóðàøèíîþ êèñëîòîþ (95:5).
Îïòè÷íó ãóñòèíó çàáàðâëåíîãî ðîç÷èíó
âèçíà÷àëè êîëîðèìåòðè÷íî ïðè äîâæèí³
õâèë³ 545 íì ³  âèðàæàëè ó â³äñîòêàõ
â³äíîñíî êîíòðîëþ.

Äëÿ ìîðôîëîã³÷íî¿ îö³íêè êóëüòèâîâàí³
çð³çè, çàô³êñîâàí³ ó ñóì³ø³ 2,5%-ãî ôîð-
ìàëüäåã³äó òà 2,5%-ãî ãëþòàðàëüäåã³äó, çàê-
ëþ÷àëè ó åïîêñèäíó ñìîëó çà çàãàëüíî-
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ïðèéíÿòîþ ìåòîäèêîþ. Íàï³âòîíê³ çð³çè (1�
2 ìêì çàâòîâøêè) çàáàðâëþâàëè ìåòèëåíî-
âèì ñèí³ì. Ï³ðàì³äí³ êë³òèíè çîíè ÑÀ1,
ðîçòàøîâàí³ ó ìåæàõ ïðÿìîêóòíî¿ çîíè
ô³êñîâàíîãî ðîçì³ðó, àíàë³çóâàëè íà ñâ³òëî-
îïòè÷íîìó ð³âí³ (çá³ëüøåííÿ ó 200 ðàç³â),
ï³äðàõîâóþ÷è ê³ëüê³ñòü íîðìàëüíèõ, êîí-
äåíñîâàíèõ ³ íàáðÿêëèõ êë³òèí.

Óëüòðàòîíê³ çð³çè (30�50 íì çàâòîâøêè),
êîíòðàñòîâàí³ óðàí³ëàöåòàòîì ³ í³òðàòîì
ñâèíöþ, àíàë³çóâàëè çà äîïîìîãîþ åëåêò-
ðîííîãî ì³êðîñêîïà JEM100-ÑÕ. Ïðîâîäèëè

ïîâåðòàëè äî íîðìàëüíèõ óìîâ ³ ïðîäîâ-
æóâàëè êóëüòèâóâàííÿ (íîðìîêñè÷íà ðåîê-
ñèãåíàö³ÿ). Ìîðôîôóíêö³îíàëüíó îö³íêó
ñòàíó êóëüòèâîâàíèõ çð³ç³â ïðîâîäèëè â³ä-
ðàçó, à òàêîæ ÷åðåç 1, 4 ³ 24 ãîä ï³ñëÿ ÊÃÄ.

Íàìè âèÿâëåíî, ùî ïðîòÿãîì ïåðøî¿
ãîäèíè ï³ñëÿ 10 õâ ÊÃÄ íåìàº âèðàæåíèõ
îçíàê óøêîäæåííÿ íåðâîâèõ êë³òèí (äèâ.
ðèñ.1,à,á). Á³ëüøå òîãî, çá³ëüøóºòüñÿ ¿õíÿ
çàãàëüíà ìåòàáîë³÷íà àêòèâí³ñòü (ðèñ.2).
Öåé åôåêò ìîæíà ïîÿñíèòè äåê³ëüêîìà
ïðè÷èíàìè. Ïî-ïåðøå, ç ë³òåðàòóðíèõ äàíèõ

Âïëèâ êèñíåâî-ãëþêîçíî¿ äåïðèâàö³¿

Ðèñ.1. Çì³íè æèòòºçäàòíîñò³ êóëüòèâîâàíèõ çð³ç³â ã³ïîêàìïà ó
êîíòðîë³ (I) òà ï³ñëÿ 10- (II), 30- (III) ³ 60-õâèëèííî¿ (IV) êèñíåâî-
ãëþêîçíî¿ äåïðèâàö³¿ (ÊÃÄ): 1 � â³äðàçó ï³ñëÿ ÊÃÄ,
2 � ÷åðåç 1 ãîä, 3 � ÷åðåç 4 ãîä, 4 � ÷åðåç 24 ãîä ï³ñëÿ ÊÃÄ;
à � ê³ëüê³ñòü ï³ðàì³äíèõ êë³òèí çîíè ÑÀ1, çàáàðâëåíèõ òðèïà-
íîâèì ñèí³ì; á � àêòèâí³ñòü öèòîçîëüíîãî ôåðìåíòó ëàêòàò-
äåã³äðîãåíàçè ó êóëüòóðàëüíîìó ñåðåäîâèù³

ÿê³ñíó îö³íêó ñòàíó íåéðîï³ëÿ, à ñàìå,
îö³íþâàëè ñï³ââ³äíîøåííÿ ð³çíèõ
òèï³â ñèíàïòè÷íèõ êîíòàêò³â (ïðîñò³,
ïåðôîðîâàí³ òà ìíîæèíí³) òà âèðàç-
í³ñòü ãë³àëüíî¿ ðåàêö³¿ â stratum
radiatum çîíè CA1 êóëüòèâîâàíèõ
çð³ç³â ã³ïîêàìïà.

Ñòàòèñòè÷íó îáðîáêó ðåçóëüòàò³â
ïðîâîäèëè çà êðèòåð³ºì t Ñòüþäåíòà,
â³äì³ííîñò³ ââàæàëèñÿ äîñòîâ³ðíèìè
ïðè Ð<0,05.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎ-
ÐÅÍÍß

Ïðîòÿãîì 12�14 ä³á êóëüòèâóâàííÿ
çð³çè ã³ïîêàìïà ïîâí³ñòþ î÷èùó-
âàëèñÿ â³ä êë³òèí, ïîøêîäæåíèõ ï³ä
÷àñ âèä³ëåííÿ, òà äîñÿãàëè ñòàá³ëü-
íîãî ñòàíó. Çàáàðâëåííÿ çð³ç³â â³òàëü-
íèì áàðâíèêîì òðèïàíîâèì ñèí³ì
ïðàêòè÷íî íå âèÿâëÿëî óøêîäæåíèõ
êë³òèí (ðèñ.1,à), à âì³ñò ËÄÃ ó êóëü-
òóðàëüíîìó ñåðåäîâèù³ âèðàæàâñÿ
ì³í³ìàëüíèìè çíà÷åííÿìè (äèâ.
ðèñ.1,á). Ì³êðîñêîï³÷íèé àíàë³ç íàï³â-
òîíêèõ çð³ç³â îðãàíîòèïîâèõ êóëüòóð
ã³ïîêàìïà ïîêàçàâ, ùî ó íèõ çáåð³-
ãàºòüñÿ òèïîâà òîïîãðàô³ÿ êë³òèííèõ
øàð³â ³ çîí ã³ïîêàìïà, à íåéðîíè çîíè
ÑÀ1 ìàþòü òðàäèö³éíó ï³ðàì³äíó
ôîðìó.

Ï³ñëÿ óòðèìàííÿ êóëüòèâîâàíèõ
çð³ç³â 10, 30 àáî 60 õâ ï³ä ÷àñ ÊÃÄ ¿õ

à

á

%

%
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â³äîìî, ùî öåðåáðàëüíà ³øåì³ÿ âèêëèêàº
øâèäêó àêòèâàö³þ ãë³àëüíèõ êë³òèí [1, 8],
îòæå, çá³ëüøåííÿ çàãàëüíîãî ð³âíÿ ìåòàáî-
ë³çìó ó êóëüòèâîâàíèõ çð³çàõ ìîæå â³äáó-
âàòèñÿ âíàñë³äîê ö³º¿ àêòèâàö³¿. Ïî-äðóãå,
ÊÃÄ ìîæå ñïðè÷èíÿòè ³íäóêö³þ àïîïòîçó,
ùî ïîòðåáóº äîäàòêîâî¿ åíåðã³¿ [5]. Êð³ì
òîãî, ïîêàçàíî, ùî ïðè àíîêñ³¿/ã³ïîãë³êåì³¿
â³äáóâàþòüñÿ çíà÷í³ ïëàñòè÷í³ ïåðåáóäîâè
ó òåðì³íàëÿõ íåðâîâèõ êë³òèí [7, 12], äëÿ
÷îãî òàêîæ ïîòð³áíà åíåðã³ÿ. Éìîâ³ðíî, âñ³
ö³ ïðîöåñè ïåâíîþ ì³ðîþ ïðèçâîäÿòü äî
ï³äâèùåííÿ çàãàëüíî¿ ìåòàáîë³÷íî¿ àêòèâ-
íîñò³ ïðîòÿãîì ïåðøî¿ ãîäèíè ï³ñëÿ 10 õâ
ÊÃÄ.

Íàìè áóâ ïðîâåäåíèé åëåêòðîííî-ì³êðî-
ñêîï³÷íèé àíàë³ç stratum radiatum çîíè CÀ1
êóëüòèâîâàíèõ ã³ïîêàìïàëüíèõ çð³ç³â ÷åðåç
1 ãîä ï³ñëÿ 10 õâ ÊÃÄ (ðèñ.3). Ïîêàçàíî,
ùî â³äãàëóæåííÿ àñòðîãë³àëüíèõ êë³òèí, ÿê³
âèÿâëÿëèñÿ çà íàÿâí³ñòþ ñïåöèô³÷íèõ
ô³áðèëÿðíèõ ñòðóêòóð, çíà÷íî á³ëüø âèðà-
æåí³, í³æ ó êîíòðîëüíèõ êóëüòóðàõ.

Ðîçð³çíÿëè òðè òèïè ñèíàïòè÷íèõ êîí-
òàêò³â: ïðîñò³, ïåðôîðîâàí³ òà ìíîæèíí³
(ðèñ.3,à). Ó êîíòðîëüíèõ êóëüòóðàõ á³ëüø
ïîøèðåí³ áóëè ñèíàïòè÷í³ êîíòàêòè ïðîñòîãî
òèïó, òîä³ ÿê ï³ñëÿ 10 õâ ÊÃÄ ÷àñò³øå
çóñòð³÷àëèñÿ ïåðôîðîâàí³ òà ìíîæèíí³
ñèíàïñè (äèâ.ðèñ.3,á,â), ùî ìîæå ñâ³ä÷èòè

ïðî àêòèâàö³þ ïëàñòè÷íèõ çì³í ó ñèíàïñàõ [7].
Ïðîâåäåíèé íàìè àíàë³ç íàï³âòîíêèõ

çð³ç³â òàêîæ ïîêàçàâ, ùî ìîðôîëîã³÷í³ çì³íè
ï³ðàì³äíèõ êë³òèí çîíè ÑÀ1 êóëüòèâîâàíèõ
ã³ïîêàìïàëüíèõ çð³ç³â âèÿâëÿþòüñÿ íå
â³äðàçó, à ó â³ääàëåí³ òåðì³íè. ×åðåç 24 ãîä
êóëüòèâóâàííÿ ï³ñëÿ 10 õâ ÊÃÄ ñïîñ-
òåð³ãàëîñÿ çá³ëüøåííÿ íà 65% ± 8% ê³ëü-
êîñò³ êîíäåíñîâàíèõ êë³òèí ³ íà 10 % ± 5% �
íàáðÿêëèõ êë³òèí. Ïîñòóïîâå çá³ëüøåííÿ
÷èñëà êë³òèí, çàáàðâëåíèõ òðèïàíîâèì
ñèí³ì ³ àêòèâíîñò³ öèòîçîëüíîãî ôåðìåíòó
ËÄÃ ó êóëüòóðàëüíîìó ñåðåäîâèù³ (äèâ.
ðèñ.1,à,á) ñâ³ä÷èòü ïðî ïîðóøåííÿ ç ÷àñîì
ö³ë³ñíîñò³ êë³òèííèõ ìåìáðàí.

Íà â³äì³íó â³ä 10-õâèëèííî¿ ÊÃÄ, 30- ³
60-õâèëèíí³ ÊÃÄ ñïðè÷èíÿþòü á³ëüø âèðàç-
í³ äåñòðóêòèâí³ çì³íè, ÿê³ âèÿâëÿþòüñÿ
çíà÷íî ðàí³øå. Âæå ïðîòÿãîì ïåðøî¿ ãîäèíè
â³äì³÷àþòüñÿ îçíàêè óøêîäæåííÿ ìåìáðàí,
ïðî ùî ñâ³ä÷èòü çá³ëüøåííÿ àêòèâíîñò³
ËÄÃ ó êóëüòóðàëüíîìó ñåðåäîâèù³ â³äðàçó
ï³ñëÿ 30 õâ òà, îñîáëèâî, ï³ñëÿ 60 õâ ÊÃÄ.
Ç ÷àñîì çíà÷åííÿ öüîãî ïîêàçíèêà ïðîäîâ-
æóº çá³ëüøóâàòèñÿ â îáîõ âèïàäêàõ. Àíàë³ç
çì³í àêòèâíîñò³ ËÄÃ ó êóëüòóðàëüíîìó
ñåðåäîâèù³ òà ê³ëüêîñò³  çàáàðâëåíèõ
òðèïàíîâèì ñèí³ì ï³ðàì³äíèõ êë³òèí çîíè
ÑÀ1 (äèâ.ðèñ.1,à,á) ïîêàçàâ, ùî ïðîòÿãîì
ïåðøî¿ ãîäèíè ï³ñëÿ ÊÃÄ óøêîäæóþòüñÿ
ïåðåâàæíî ïîâåðõíåâ³ êë³òèíè êóëüòèâî-
âàíèõ çð³ç³â, ÿê³, ÿê â³äîìî [12, 15], º
ãë³àëüíèìè êë³òèíàìè; ò³ëüêè íåçíà÷íà
ê³ëüê³ñòü ï³ðàì³äíèõ êë³òèí çîíè ÑÀ1
çàáàðâëþºòüñÿ òðèïàíîâèì ñèí³ì. Ï³ñëÿ 4
ãîä ðåîêñèãåíàö³¿ îçíàêè óøêîäæåííÿ
íåéðîí³â çíà÷íî ïîñèëþþòüñÿ òà ïðîÿâ-
ëÿþòüñÿ íàéâèðàçí³øå ó âèïàäêó 60-õâè-
ëèííî¿ ÊÃÄ òà íàñòóïíî¿ 24-ãîäèííî¿
ðåîêñèãåíàö³¿. Ìîðôîëîã³÷í³ çì³íè ó ï³ðà-
ì³äíîìó øàð³ çîíè ÑÀ1 ïðîÿâëÿþòüñÿ ó
çíà÷íîìó çá³ëüøåíí³ ê³ëüêîñò³ íàáðÿêëèõ
êë³òèí.

Ñë³ä â³äçíà÷èòè, ùî â íàøèõ åêñïå-
ðèìåíòàõ ïðè âèêîðèñòàíí³ ð³çíèõ ðåæèì³â
ÊÃÄ óøêîäæåííÿ êë³òèí íîñèëî â³äñòðî-

².Â.Ëóøí³êîâà, Ê.Þ.Âîðîí³í, Ï.Þ.Ìàëÿðåâñüêèé, Ê.Ã.Ñìîæàíèê, Ã.Ã.Ñê³áî

Ðèñ.2. Çì³íè ìåòàáîë³÷íî¿ àêòèâíîñò³ (ÌÒÒ-òåñò) êóëü-
òèâîâàíèõ çð³ç³â ã³ïîêàìïà ùóð³â ï³ñëÿ 10-õâèëèííî¿
êèñíåâî-ãëþêîçíî¿ äåïðèâàö³¿ (ÊÃÄ): 1 � êîíòðîëü,
2 � ÷åðåç 1 ãîä ï³ñëÿ ÊÃÄ, 3 � ÷åðåç 4 ãîä ï³ñëÿ ÊÃÄ

1
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3

%
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Ðèñ.3. Åëåêòðîíîãðàìè stratum radiatum çîíè ÑÀ1 êóëüòèâîâàíèõ çð³ç³â ã³ïîêàìïà (ÀÒ � àêñîííà òåðì³íàëü, Ä �
äåíäðèò, Ãë � ãë³ÿ; ñòð³ëêàìè ïîçíà÷åíî ïîñòñèíàïòè÷íó ù³ëüí³ñòü). Ìàñøòàá � 250 ìêì; à � òèïè ñèíàïòè÷íèõ
òåðì³íàëåé; á � ôðàãìåíò íåéðîï³ëÿ çîíè ÑÀ1 êîíòðîëüíîãî çð³çó ç ñèíàïòè÷íèìè òåðì³íàëÿìè ïðîñòîãî òèïó; â �
ïåðôîðîâàí³ (*) òà ìíîæèíí³ (**) ñèíàïñè ó çð³çàõ ï³ñëÿ 10-õâèëèííî¿ êèñíåâî-ãëþêîçíî¿ äåïðèâàö³¿

Âïëèâ êèñíåâî-ãëþêîçíî¿ äåïðèâàö³¿



99ISSN 0201-8489    Ô³ç³îë. æóðí., 2004, Ò. 50, ¹ 2

÷åíèé õàðàêòåð: çíà÷í³ îçíàêè óøêîäæåííÿ
êë³òèí çîíè ÑÀ1 ñïîñòåð³ãàëèñÿ ò³ëüêè ï³ñëÿ
äåê³ëüêîõ ãîäèí íîðìîêñè÷íî¿ ðåîêñèãå-
íàö³¿. Âîäíî÷àñ âèÿâëÿºòüñÿ ïðÿìà çàëåæ-
í³ñòü ñòóïåíÿ óøêîäæåííÿ êë³òèí ã³ïîêàìïà
ó êóëüòèâîâàíèõ çð³çàõ â³ä òðèâàëîñò³
ïåð³îäó ÊÃÄ ³ ÷àñó ïîäàëüøî¿ íîðìîêñè÷íî¿
ðåîêñèãåíàö³¿. Ðàçîì ç òèì ïîêàçàíî, ùî ó
ðàíí³ òåðì³íè ï³ñëÿ ëåãêî¿ äåïðèâàö³¿ (10 õâ)
ñïîñòåð³ãàþòüñÿ ñòðóêòóðí³ îçíàêè çì³í
ñèíàïòè÷íî¿ ïëàñòè÷íîñò³ òà çàãàëüíà
àêòèâàö³ÿ êë³òèííîãî ìåòàáîë³çìó. Òàêà
äåïðèâàö³ÿ íå º ðóéí³âíîþ äëÿ êë³òèí
òðèâàëèé ÷àñ, ùî äîçâîëÿº á³ëüø äåòàëüíî
àíàë³çóâàòè îñîáëèâîñò³ òà ìåõàí³çìè
ðåàêö³¿ íåðâîâî¿ òêàíèíè íà äåô³öèò êèñíþ
³ ãëþêîçè òà ïåðåäáà÷àº ïîòåíö³éíó ìîæëè-
â³ñòü çàïîá³ãàííÿ â³äñòðî÷åíèì äåñòðóê-
òèâíèì çì³íàì.

Îòðèìàí³ ìîðôîôóíêö³îíàëüí³ õàðàêòå-
ðèñòèêè çì³í ó êóëüòèâîâàíèõ çð³çàõ ã³ïî-
êàìïà ïîãëèáëþþòü ñó÷àñí³ óÿâëåííÿ ïðî
åôåêòè ÊÃÄ íà íåðâîâ³ êë³òèíè. Âèêîðèñ-
òàíà íàìè ìîäåëü ÊÃÄ ìîæå áóòè êîðèñíà
äëÿ âèâ÷åííÿ ìåõàí³çì³â ðîçâèòêó ³øåì³÷-
íîãî óðàæåííÿ ìîçêó òà çàñòîñîâàíà äëÿ
òåñòóâàííÿ íåéðîïðîòåêòîðíèõ çàñîá³â.

I.V. Lushnikova, K.Voronin,
P.Y.Malyarevskyy, K.G. Smozhanyk, G.G.Skibo

EFFECTS OF OXYGEN-GLUCOSE DEPRIVATION
OF DIFFERENT DURATION ON HIPPOCAMPAL
SLICE CULTURES

We studied morphofunctional changes in organotypic hip-
pocampal slice cultures (OHSC) subjected to oxygen-glu-
cose deprivation (OGD) for 10, 30, and 60 min followed
by normoxic reoxygenation for 1, 4, and 24 h. Cell viabili-
ty was estimated using trypan blue (TB) staining, lactate
dehydrogenase (LDH) assay, and MTT/formazan assay.
Structural changes in CA1 area of OHSC were analyzed by
light and electron microscopy. No significant signs of de-
struction were found in the cultures 1 h following 10 min
OGD; moreover, clear increase in cell metabolic activity
was determined by MTT/formazan assay. Ultrastructural
analysis of CA1 stratum radiatum revealed an increase in
the number of glial processes and the number of perforated
and multiple synapses as compared to the control, where
simple synapses were relatively more numerous. 4 h fol-

lowing 10 min OGD, manifestations of cell damage in the
cultures appeared and become profound at 24 h after OGD.
We suppose that mild (10 min) OGD leads to plastic changes
in neurons and delayed cell damage. 30 and 60 min OGD
resulted in more early and pronounced cell damage as com-
pared to 10 min OGD. To conclude, clear dependence of
cell damage on the duration of deprivation as well as reoxy-
genation was observed. The model of ischemic damage in
the slice cultures appears convenient to be used to analyze
properties and mechanisms of neural cell response to OGD
and to test neuroprotective tools.

A.A. Bogomoletz Institute of Physiology
National Academy of Sciences of Ukraine, Kiev
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