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Незважаючи на значну кількість праць, присвячених вивченню впливу 

гіпотермії, лише у останній час продемонстровано, що навіть незначне 

зменшення температури тіла може попередити загибель нервових клітин за 

патологічних умов. Терапевтична гіпотермія успішно застосовується в 

медицині, зокрема, в процедурах «призупиненої анімації» – свого роду 

уповільненні або зупинці певних метаболічних процесів без летальних 

наслідків, в кардіохірургії, як нейропротектора в умовах 

гіпоксичних/ішемічних уражень мозку, гіпоксичної/ішемічної енцефалопатії 

новонароджених, у випадках інсульту, травм головного та спинного мозку.  

Глутамат, або глутамінова кислота, – один з основних збуджуючих 

нейромедіаторів центральної нервової системи хребетних тварин. Цей 

нейромедіатор, зокрема, бере участь у процесах розпізнавання, пам’яті, 

навчання тощо. Порушення транспорту глутамату є характерною рисою 

патогенезу майже всіх нейрологічних захворювань. Відомо, що 

неконтрольоване збільшення транспортер-опосередкованого та тонічного 

вивільнення глутамату з нервових клітин та підвищення його позаклітинного 

рівня є одним з основних факторів, який призводить до розвитку 

нейротоксичності внаслідок інсульту. То ж аналіз впливу низьких температур 

на динаміку накопичення та вивільнення глутамату в нервових терміналях 

головного мозку є актуальним завданням сучасної нейрохімії та медицини, 

вирішення якого створить біохімічне підґрунтя та відкриє шляхи до 

подолання нейрологічних розладів.     
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У дисертаційній роботі досліджувалась модуляція Na+-залежного 

накопичення та вивільнення глутамату, позаклітинного рівня останнього та 

екзоцитозу в нервових терміналях головного мозку (синаптосомах) в умовах 

помірної та глибокої гіпотермії.  

Отримані дані засвідчили,  що гіпотермія викликає зниження початкової 

швидкості накопичення глутамату, загальної кількості накопиченого 

глутамату та його вивільнення шляхом екзоцитозу.  

Вперше показано, що помірна та глибока гіпотермія ефективно знижує 

транспортер-опосередковане вивільнення глутамату з нервових терміналей, 

стимульоване деполяризацією плазматичної мембрани та дисипацією 

протонного градієнта синаптичних везикул, – механізму, що викликає 

розвиток нейротоксичності за умов гіпоксії/ішемії.  

Про ефективну нейропротекторну дію помірної та глибокої гіпотермії 

свідчить суттєве зниження вивільнення глутамату з нервових терміналей 

головного мозку, стимульоване активацією пресинаптичних іонотропних 

NMDA, AMPA та каїнатних глутаматних рецепторів, та пригнічення 

гомообміну глутамату.  

Проте показано, що помірна та глибока гіпотермія не змінює 

позаклітинний рівень глутамату у нервових терміналях, однак виявлений 

індивідуальний характер змін у цьому рівні, що вказує на необхідність 

проведення нейромоніторінгу під час її терапевтичного застосування. 

Вперше доведено, що протисудомний препарат леветирацетам 

призводить до збільшення NMDA-стимульованого, але водночас не змінює 

AMPA- та каїнат-стимульоване вивільнення глутамату з нервових 

терміналей.  

Вперше продемонстрована можливість коригування (пом’якшення) 

леветирацетамом гіпотермія-індукованого зниження NMDA-стимульованого 

вивільнення глутамату з нервових терміналей, тобто проведена корекція 

відповіді NMDA-рецепторів для зменшення побічних ефектів помірної та 

глибокої гіпотермії, що може бути використано у медицині. 
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Вперше вивчено можливість та ефективність комбінованого 

нейропротекторного підходу зменшення рівня мембранного холестеролу 

нервових терміналей за допомогою метилциклодестрина (MCD) та 

гіпотермії. Отримані результати свідчать, що MCD впливає на позаклітинний 

рівень  глутамату, збільшуючи його. Разом з тим відбувається зменшення 

швидкості екзоцитозу та накопичення глутамату. Збільшення позаклітинного 

рівня глутамату після обробки MCD є результатом значного підвищення 

нестимульованого вивільнення глутамату та зменшення його початкової 

швидкості накопичення. 

Рівень транспортер-опосередкованого вивільнення глутамату при 

обробці MCD в умовах гіпотермії значно знижується. Тобто, зниження рівня 

холестеролу у нервових терміналях за умов помірної та глибокої гіпотермії 

призводить до подальшого зниження транспортер-опосередкованого 

вивільнення глутамату, що свідчить про посилення нейропротекторного 

ефекту гіпотермії. 

Таким чином, у дисертаційній роботі вивчено вплив помірної та 

глибокої гіпотермії на Na+-залежний транспорт глутамату та екзоцитоз у 

нервових терміналях головного мозку щурів. Отримані результати доводять 

значний нейропротекторний ефект гіпотермії та визначають механізми її дії 

на рівні пресинаптичної нервової терміналі. Індивідуальний для кожного 

організму характер змін у позаклітинному рівні глутамату в нервових 

терміналях за умов гіпоксії вказує на необхідність проведення детального 

нейромоніторінгу під час її застосування у терапії нейро- та кардіопатологій. 

Визначена нейрохімічна платформа диверсифікації використання 

терапевтичної помірної та глибокої гіпотермії для попередження 

нейрологічних наслідків інсульту. Продемонстрована можливість 

застосування комбінованої гіпотермії у комплексі з протисудомним 

препаратом леветирацетам та акцептором холестеролу MCD для посилення 

нейропротекторної дії. 
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ABSTRACT 

Pastukhov A.O. Na +-dependent transport of glutamate and exocytosis in the 

brain nerve terminals under conditions of hypothermia. Qualification scientific 

work on the rights of manuscripts 

Thesis for a candidate degree in biological sciences (doctor of philosophy) in 

specialty 03.00.04 – biochemistry, Institute of Biochemistry them. O.V. Palladin 

NAS of Ukraine, Kyiv, 2018. 

Despite a large number of studies devoted to the study of hypothermia 

effects, only recently it has been demonstrated that even a slight decrease in body 

temperature can prevent the death of nerve cells under pathological conditions. 

Therapeutic hypothermia is successfully used in medicine, in particular, in 

procedures of "paused animation" - a kind of slowing down or stopping certain 

metabolic processes without lethal consequences, in cardiac surgery, as a 

neuroprotector in conditions of hypoxic / ischemic brain damage, hypoxic / 

ischemic encephalopathy of newborns, in cases of stroke, injuries of the brain and 

spinal cord. 

Glutamate, or glutamic acid, is one of the major excitatory neurotransmitters 

of the central nerve system of vertebrate animals. This neurotransmitter, in 

particular, participates in the processes of recognition, memory, training, etc. 

Disturbance of glutamate transport is a characteristic feature of almost all 

neurological diseases pathogenesis. It is known that uncontrolled increase in 

transporter-mediated and tonic release of glutamate from nerve cells and increase 

of its extracellular level is one of the main factors that leads to the development of 

neurotoxicity due to the stroke. Low temperatures influence on the dynamics of 

glutamate accumulation and release in brain nerve terminals is an urgent task of 
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modern neurochemistry and medicine, the solution of which will create a 

biochemical basis and will open the way to overcoming neurological disorders. 

In the dissertation the modulation of Na+-dependent accumulation and 

glutamate release, its extracellular level and exocytosis in brain nerve terminals 

(synaptosomes) under conditions of moderate and deep hypothermia was studied. 

The obtained data showed that hypothermia caused a decrease in the initial 

rate of glutamate accumulation, the total amount of accumulated glutamate and its 

release through exocytosis. 

It has been shown for the first time that moderate and deep hypothermia 

effectively reduces transporter-mediated release of glutamate from nerve terminals, 

stimulated by plasma membrane depolarization and dissipation of synaptic vesicles 

proton gradient, a mechanism that causes the development of neurotoxicity under 

hypoxia / ischemia. 

An effective neuroprotective effect of moderate and deep hypothermia is 

demonstrated by a significant reduction in the release of glutamate from brain 

nerve terminals stimulated by the activation of presynaptic ionotropic NMDA, 

AMPA and kainate glutamate receptors, and the suppression of glutamate 

homoexchange. 

However, it has been shown that moderate and deep hypothermia does not 

alter the glutamate extracellular level in nerve terminals, an individual character of 

changes at this level has been identified, indicating the need for neuromonitoring 

during its therapeutic use. 

It has been shown for the first time that an anticonvulsant drug levetiracetam 

leads to an increase in NMDA-stimulated, but at the same time does not alter 

AMPA- and kainate-stimulated release of glutamate from nerve terminals. 

For the first time, the possibility of correction (mitigation) by levetiracetam 

of hypothermia-induced reduction of NMDA-stimulated release of glutamate from 

nerve terminals has been demonstrated, that is, an adjustment of the NMDA 

receptor response to reduce side effects of moderate and deep hypothermia that can 

be used in medicine. 
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For the first time, the possibility and effectiveness of a combined 

neuroprotective approach to the cholesterol decreasing from the plasma membrane 

of nerve terminals with the help of methylcyclodextrin (MCD) and hypothermia 

was studied. The obtained results indicate that MCD affects the extracellular level 

of glutamate by increasing it. However, there is a decrease in the rate of exocytosis 

and accumulation of glutamate. An increase in the extracellular level of glutamate 

after treatment with MCD is due to a significant increase in unstimulated glutamate 

release and a decrease in its initial rate of accumulation. 

The level of transporter-mediated glutamate release during treatment of 

MCD under hypothermia is significantly reduced. That is, the decreasing of 

cholesterol from nerve terminals in moderate and deep hypothermia leads to a 

further decrease in glutamate transporter-mediated release, indicating an increase 

in neuroprotective effect of hypothermia. 

Thus, the effect of moderate and deep hypothermia on Na+-dependent 

transport of glutamate and exocytosis in brain nerve terminals was studied in the 

dissertation. The obtained results prove significant neuroprotective effect of 

hypothermia and determine the mechanisms of its action at the level of the 

presynaptic nerve terminal. Individual character of changes to each organism in the 

extracellular level of glutamate in the nerve terminals in hypothermia indicates the 

need of detailed neuromonitoring during its use in the treatment of exitotoxicity 

and cardiopathology. The neurochemical platform for diversification of therapeutic 

application of moderate and deep hypothermia for the prevention of stroke 

extotoxic outcomes was determined. The possibility of application of hypothermia 

in combination with an antiepileptic drug levetiracetam and an acceptor of 

cholesterol MCD for strengthening the neuroprotective action/ 

 

Key words: hypothermia, ionotropic glutamate receptors, glutamate release, 

levetiracetam, methyl-β-cyclodextrin, presynaptic nerve terminals, synaptosomes. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ  

 

АМРА (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) – α-аміно-3-

гідрокси-5-метил-4-ізоксазолпропіонова кислота; 

ATP (adenosine triphosphate) – аденозинтрифосфорна кислота; 

DL-TBOA (DL-threo-β-benzyloxyaspartate) – DL-трео-β-бензилоксіаспартат; 

DL-TНА (DL-threo-β-hydroxyaspartate) – DL-трео-β-гідроксіаспартат; 

EAAC (excitatory amino acid сarrier) – переносник збуджуючих амінокислот; 

EAAT (excitatory amino acid transporter) – транспортер збуджуючих 

амінокислот; 

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) – етилендиамінтетраоцтова кислота;  

EGTA (ethylene glycol-bis(β-aminoethyl ether)-N,N,N′,N′-tetraacetic acide) – 

етиленглікольтетраоцтова кислота;  

FCCP (carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone) – карбоніл 

ціанід-4- (трифторметокси) фенілгідразон; 

GABAA – іонотропні ГАМКА -рецептори 

GLAST (L-glutamate/L-aspartate transporter) – тривіальна назва EAAT1; 

GLT  (glutamate transporter) – тривіальна назва EAAT2; 

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) – 4-(2-

гідроксіетил) -1-піперазинетансульфонова кислота;  

HMGR – 3-гідрокси-3-метилглутарил-коензим А-редуктаза; 

LVTC –леветирацетам (2S-(2-оксо-пірролідін-1)-бутанамід) 

MCD (methyl-β-cyclodextrin)– МЦД (метил-β-циклодесктрин); 

NMDA (N-methyl-D-aspartic acid) – N-метил-D-аспартат; 

SNARE (SNAP RECEPTOR) (soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein 

attachment protein) – білок, що приймає участь в останньому етапі 

екзоцитоза – злитті мембран;  

Tris (tris(hydroxymethyl)methylamine) – тріс(гідроксиметил)метиламін; 
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VGLUT-везикулярні траспортери глутамату 

АО – акридиновий оранжевий; 

ГАМК – γ-аміномасляна кислота. 
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Вступ 

 

Актуальність теми. Глутамат, або глутамінова кислота, – один з 

основних збуджуючих нейромедіаторів центральної нервової системи 

хребетних тварин. Цей нейромедіатор, зокрема, бере участь у процесах 

розпізнавання, пам’яті, навчання тощо [1]. Порушення транспорту глутамату 

є характерною рисою патогенезу майже всіх нейрологічних захворювань [2, 

3]. Тривале підвищення концентрації глутамату в синаптичній щілині 

призводить до надмірної стимуляції глутаматних рецепторів і, як наслідок, 

зумовлює розвиток нейротоксичності та загибель нейронів. Відомо, що 

неконтрольоване збільшення транспортерзалежного та тонічного 

вивільнення глутамату з нервових клітин та підвищення його позаклітинного 

рівня є одним з основних факторів, який призводить до розвитку 

нейротоксичності внаслідок інсульту [4, 5]. Для попередження наслідків 

останнього у хірургії широко використовується гіпотермія [6–10]. Хірургічні 

операції досить часто вимагають зупинки кровообігу в умовах глибокої 

гіпотермії (температури нижче 20 °С), тому рівномірне охолодження органів 

та тканин, які мають інтенсивне кровопостачання (мозок, нирки, печінка, 

серце), забезпечується досить тривалим часом перфузії за низької 

температури.  

Аналіз впливу гіпотермії на ключові характеристики глутаматергічної 

нейропередачі, динаміку накопичення глутамату, Са2+-залежне та Са2+-

незалежне вивільнення глутамату з нервових терміналей головного мозку, а 

також вивчення можливості її комбінованого застосування з медичними 

препаратами є актуальними та практичними завданнями сучасної нейрохімії 

та медицини, вирішення яких створить біохімічне підґрунтя та відкриє шляхи 

до подолання наслідків нейрологічних розладів. 

Температура в значній мірі визначає і властивості біологічних 

мембран, а саме: впорядкованість, фазові переходи, проникність та товщину. 
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Холестерол є важливим ліпідним компонентом біологічних мембран і 

необхідною складовою ліпідних мікродоменів (рафтів) – своєрідних 

платформ, на яких перетинаються різноманітні сигнальні шляхи. Синаптична 

передача є надзвичайно чутливою до змін концентрації мембранного 

холестеролу. Останній призводить до переміщення/інтерналізації рецепторів 

нейромедіаторів, перерозподілу білкових молекул, залучених до екзоцитозу, 

модуляції активності потенціалзалежних кальцієвих і калієвих каналів та 

специфічних транспортерів нейромедіаторів плазматичної мембрани. В 

умовах нейропатологій, таких як ішемічні/гіпоксичні ураження головного 

мозку, що супроводжуються збільшенням транспортер-опосередкованого 

вивільнення глутамату з нервових терміналей, зниження рівня холестеролу 

має нейропротекторний ефект [11–13]. Транспортер-опосередковане 

вивільнення глутамату зменшується в синаптосомах зі зниженням рівня 

холестеролу в мембрані. Одночасна температурозалежна модуляція та 

модуляція ліпідного складу мембрани з метою регуляції глутаматергічної 

нейротрансмісії становить істотний інтерес з точки зору сучасної медицини 

як і комбіноване застосування лікарських засобів та гіпотермії [14]. Серед 

таких препаратів – леветирацетам, 2S-(2-оксо-пірролідін-1)-бутанамід, 

протисудомний препарат з широким спектром протисудомної активності і 

багатьма ймовірними мішенями у нервових закінченнях. Застосування цього 

лікарського засобу під час терапевтичної гіпотермії є вельми перспективним 

комплексним підходом для збільшення позитивних ефектів гіпотермії, 

зменшення її побічних ефектів і подовження часу застосування  [15]. 

Вирішення питання, яким чином гіпотермія впливає на ключові 

характеристики глутаматергічної нейропередачі та можливість 

комбінованого застосування неспецифічних факторів модулювання 

транспорту глутамату в нервових терміналях, – актуальна фундаментальна та 

практична задача сучасної нейрохімії.  

Роботу присвячено аналізу Na+-залежного транспорту глутамату та 

екзоцитозу в нервових терміналях головного мозку за умов гіпотермії.  
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Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дисертаційна робота виконана в рамках бюджетних тем відділу нейрохімії 

Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України: «Екзоцитоз та активний 

транспорт нейромедіаторів у пресинапсі в нормі та за умов розвитку 

нейропатологій: регуляція, рецептор-опосередкована модуляція та пошук 

шляхів нейропротекції» (2014-2018 рр., № д.р. 0114U003214); експерименти з 

використанням магнітних наночастинок та акцептору холестеролу проходили 

за часткової підтримки гранту «Створення і аналіз біомодулюючих 

властивостей складного нанокомплексу залізних та кальцій карбонатних 

наночастинок з наночастинками агрегатів циклодекстринів; оцінка 

нейротоксичного ризику його використання у нанонейротехнології» у рамках 

Державної цільової науково–технічної програми «Нанотехнології та 

наноматеріали» (2010–2014 рр., № д.р. 0110U005957), гранту «Відокремлення 

специфічних та побічних ефектів алостеричних модуляторів пресинаптичних 

ГАМК-Б рецепторів ‒ сучасних мішеней регуляції нейросекреції, та нових 

антиепілептичних сполук на ключові характеристики ГАМК- та 

глутаматергічної нейропередачі» у рамках Цільової комплексної 

міждисциплінарної програми наукових досліджень НАН України 

«Молекулярні та клітинні біотехнології для потреб медицини, промисловості 

та сільського господарства» (2010–2014 рр., № д.р. 0115U003641), гранту  

«Розроблення підходів нейропротекції при довготривалих космічних місіях» 

у рамках Цільової комплексної програми НАН України з наукових космічних 

досліджень (2018-2022 рр., № д.р. 0118U000376). 

Мета і завдання роботи. Метою роботи було дослідити модуляцію 

Na+-залежного накопичення та вивільнення, а також позаклітинного рівня 

глутамату та екзоцитозу в нервових терміналях головного мозку за умов 

помірної та глибокої гіпотермії.  

Відповідно до вказаної мети були поставлені такі завдання: 
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1. Визначити динаміку змін накопичення, транспортер-опосередкованого та 

Са2+-залежного вивільнення глутамату з нервових терміналей за умов 

помірної та глибокої гіпотермії. 

2. Дослідити гомо- та гетерообмін глутамату у нервових терміналях за умов 

помірної та глибокої гіпотермії. 

3. З’ясувати вплив помірної та глибокої гіпотермії на вивільнення глутамату, 

стимульоване активацією пресинаптичних іонотропних глутаматних 

рецепторів. 

4. Дослідити комбінований вплив медичного препарату леветирацетаму та 

гіпотермії на вивільнення глутамату, стимульоване активацією 

пресинаптичних іонотропних глутаматних рецепторів.  

5. Оцінити сумісну дію акцептора холестеролу метил-β-циклодесктрину 

(МЦД) та гіпотермії на нервові терміналі.  

6. З’ясувати можливість використання маґгемітових наночастинок, 

кон’югованих з МЦД, для модуляції транспортер-опосередкованого 

накопичення та вивільнення глутамату в нервових терміналях.  

Об’єкт дослідження – особливості систем транспорту глутамату в 

нервових терміналях головного мозку щурів. 

Предмет дослідження – регуляція процесів високоафінного Na+-

залежного накопичення глутамату, тонічного та стимульованого 

деполяризацією плазматичної мембрани вивільнення глутамату за умов 

гіпотермії. 

Методи дослідження. Для вирішення поставлених задач було 

використано методи препаративної біохімії; метод лазерної кореляційної 

спектроскопії для порівняльної характеристики розміру нервових закінчень 

за умов зміни температури; спектрофлуориметричні методи для визначення 

мембранного потенціалу та закислення синаптичних везикул; радіоізотопні 

методи для аналізу накопичення та вивільнення глутамату; методи 

спектрофотометрії для визначення кількості протеїну; статистичні методи. 
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Наукова новизна одержаних результатів. Вперше були досліджені 

особливості процесу транспорту основного збуджуючого нейромедіатора 

глутамату в препаратах нервових терміналей за умов помірної та глибокої 

гіпотермії. Отримано нові дані стосовно змін процесів накопичення та 

вивільнення глутамату нервовими терміналями за умов помірної та глибокої 

гіпотермії. Застосування різних методичних підходів продемонструвало, що в 

умовах зниження температури: 

– знижується тонічне вивільнення та екзоцитоз глутамату у нервових 

терміналях, однак не змінюється його позаклітинний рівень; 

– пригнічується транспортер-опосередковане вивільнення глутамату з 

нервових терміналей та його вивільнення через дисипацію протонного 

градієнта синаптичних везикул; 

– знижується гомо- та гетерообмін глутамату; 

– розрізняється динаміка вивільнення глутамату з нервових терміналей 

при активації різних типів пресинаптичних іонотропних глутаматних 

рецепторів; 

– збільшується рівень N-метил-D-аспартат (NMDA)-стимульованого 

вивільнення глутамату за присутності леветирацетаму. 

Вперше показано, що зниження рівня холестеролу в нервових 

терміналях за умов зниження температури призводить до майже повного 

пригнічення  патологічного транспортер-опосередкованого вивільнення 

глутамату. 

Практичне значення одержаних результатів. Отримані 

експериментальні дані можуть бути використані, зокрема, у медицині, 

оскільки розширюють знання щодо нейропротекторного впливу гіпотермії як 

складової терапії, спрямованої на запобігання наслідків інсультів/ішемічних 

станів. Дані щодо комбінованого застосування МЦД та гіпотермії 

дозволяють практично вирішувати одну з актуальних  

проблем сучасної медицини та біотехнології – комбінованого застосування 

кількох нейропротекторів. Результати щодо комбінованого впливу гіпотермії 
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та протисудомного препарату є перспективним комплексним підходом для 

збільшення позитивних ефектів гіпотермії і подовження часу її застосування, 

що є доцільним для використання у медицині та фармакології.  

Результати роботи можуть бути використані при розробці методичних 

рекомендацій із застосування гіпотермії для попередження та зменшення 

наслідків  гіпоксичних/ішемічних уражень нервової системи.  

Особистий внесок здобувача. У процесі виконання дисертаційної 

роботи автором проаналізовано наукову літературу за темою дослідження. 

Дисертантом спільно із науковим керівником розроблена програма 

проведення експериментів та підібрані адекватні методи вирішення 

поставлених завдань. Дисертантом особисто проводились експериментальні 

дослідження з піддослідними тваринами. Основний обсяг експериментальної 

роботи здійснено дисертантом власноруч або за його безпосередньої участі. 

Визначення розміру синаптосом методом фотонної кореляційної 

спектроскопії було проведено за участі к.т.н., старшого наукового 

співробітника лабораторії оптичних методів дослідження О.Ю. Чуніхіна. 

Обробка отриманих результатів та написання тексту дисертаційної роботи 

виконані безпосередньо здобувачем. Аналіз та обговорення результатів 

проведені спільно з науковим керівником. Друковані праці підготовлені за 

безпосередньої участі автора. Викладені у дисертаційній роботі ідеї, наукові 

висновки і положення сформульовані автором самостійно або у співавторстві 

з науковим керівником. 

Обробка отриманих результатів та написання тексту дисертаційної 

роботи виконані безпосередньо здобувачем. Аналіз та обговорення 

результатів проведені спільно з науковим керівником. Друковані праці 

підготовлені за безпосередньої участі автора. Викладені у дисертаційній 

роботі ідеї, наукові висновки і положення сформульовані автором самостійно 

або у співавторстві з науковим керівником. 

Апробація результатів дисертації. Основні матеріали роботи 

представлені на п’ятьох вітчизняних та міжнародних конференціях: 
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Міжнародна конференція «Bridges in Life sciences 10th Annual Scientific 

Conference» (Вроцлав, Польща, 16–19 квітня 2015); 10-та Парнасівська 

конференція (Вроцлав, Польща, 10–12 липня 2016); 17-та Українська 

конференція з космічних досліджень (Одеса, Україна, 21–25 серпня 2017); 

Міжнародна конференція «RECOOP 12th Bridges Annual Scientific Conference» 

(Будапешт, Угорщина, 7-8 квітня 2017); Міжнародна конференція «RECOOP 

9th Annual Project Review Meeting» (Братислава, Словацька Республіка, 11-14 

квітня 2018). 

 Публікації. За матеріалами досліджень опубліковано 12 наукових 

праць, з них 7 статей у фахових міжнародних (6 статей) та вітчизняних (1 

стаття) виданнях та 5 тез доповідей у збірках матеріалів вітчизняних та 

зарубіжних конференцій.. 

Структура та обсяг роботи. Дисертаційна робота складається зі 

вступу, огляду літератури, експериментальної частини, яка включає опис 

матеріалів і методів, отримані результати, аналіз і узагальнення результатів 

досліджень, висновки та список використаних літературних джерел, що 

охоплює 302 найменувань. Дисертацію викладено на  163 сторінках 

машинописного тексту. Фактичний матеріал дисертації подано у вигляді 37 

рисунків.  

Дисертант висловлює щиру подяку науковому керівнику, професору, 

доктору біологічних наук Тетяні Олександрівні Борисовій за наукове 

керівництво, цінні методичні рекомендації під час проведення дослідів, 

допомогу і підтримку в написанні статей і дисертаційної роботи; старшому 

науковому співробітнику лабораторії оптичних методів дослідження О.Ю. 

Чуніхіну за допомогу у проведенні вимірів, Крисановій  Н.В., Сівко Р.В., 

Касаткіна Л.О., Крупко О.О., Дударенко М.В., Палієнко К.О. за наукові 

поради, всім співробітникам відділу нейрохімії за допомогу у роботі.  
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

Глутамат, його роль у процесі нейропередачі  

1.1. Глутамат – основний збуджуючий нейромедіатор центральної 

нервової системи ссавців 

 

Глутамінова кислота (глутамат) – це  основний збуджуючий 

нейромедіатор в центральній нервовій системі ссавців [16]. Цей факт був 

встановлений лише у середині 80-х років минулого століття, оскільки 

глутамат, сам по собі, залучений у численних метаболічних процесах [17, 18]. 

Крім того,  глутамат є найпоширенішою амінокислотою у нервовій тканині 

головного мозку, де його концентрація коливається від 5 до 15 мМоль/кг 

нервової тканини мозку [19]. Концентрація позаклітинного глутамату у 

нервовій тканині мозку коливається у межах  0,2 – 7 мкМоль [20, 21]. Треба 

відзначити, що концентрація глутамату всередині та ззовні нервової клітини 

знаходиться у динамічній рівновазі, оскільки нейромедіатор постійно 

вивільняється та захоплюється.  

Глутамат відіграє головну роль у основних інформаційних потоках 

людини. З ним пов’язані сенсорні процеси (зір та слух), процеси навчання, 

запам’ятовування та розумового розвитку [2, 22]. Цей нейромедіатор 

надзвичайно важливий для регуляції розвитку нервової системи [2], 

модуляції нейрональної міграції [22], синаптичної пластичності [23], 

активності ГАМК-ергічної системи [24], формування функціональних 

синапсів і довгострокової потенціації. Значний масив даних свідчить про 

різнобічну роль глутамату у периферичних органах і тканинах [2]. Глутамат 

відіграє важливу сигнальну роль у активації рецепторів смаку, рецепторів 

умамі, формуючих смак збагаченої протеїнами їжі [25]. Іонотропні та 

метаботропні глутаматні рецептори знайдені на внутрішній поверхні шлунку 

[26]. Тромбоцити експресують нейрональні та гліальні глутаматні 
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транспортери плазматичної мембрани та везикулярні транспортери мембрани 

секреторних гранул [27]. 

 

1.2. Потрапляння глутамату з крові до нервових клітин 

 

Основна маса глутамату потрапляє у нервові клітини не за рахунок його 

проходження через гематоенцефалічний бар’єр, а іншими шляхами. На  

модельних тваринних об’єктах було продемонстровано, що при середній 

концентрації глутамату 95 мкМоль/літр у плазмі крові його проникність 

складає лише 0,67 нМоль глутамату/(хвилина×грам) [28]. Цей показних у 5–

10 разів нижчий порівняно з іншими амінокислотами. Наприклад, для 

тирозину при концентрації 63 мкМоль/літр, проникність дорівнює 4,1 нМоль/ 

(хвилина×грам) [29].  

Субстратом для синтезу глутамату виступає глюкоза плазми крові, яка 

потрапляє до клітин мозку через родину глюкозних транспортерів (GLUTs), 

локалізованих на астроцитах, нейронах, ендотеліальних клітинах [30]. 

Транспортована кров’ю глюкоза з кровотоку через гематоенцефалічний 

бар’єр надходить до астроцитів для початкового обміну речовин, де 

перетворюється на глікоген або піруват (рис.1.1.). У подальшому піруват або 

залучається до процесів циклу трикарбонових кислот (CAC) як ацетил-

коэнзим А, або перетворюється на лактат, який надходить до нейронів за 

допомогою монокарбоксилатних транспортуючих молекул (MCTs) [31]. 

Вважають, що саме лактат є основним метаболічним субстратом для 

нейронів, у той час як глюкоза, здебільшого, використовується астроцитами 

[32]. Лактат у нейронах перетворюється у піруват, піруват у циклі Кребса  

перетворюється на α-кетоглутарат, а останній за допомогою 

глутаматдегідрогенази перетворюється на глутамат. Глутамін астроцитів є 

важливим субстратом для глутамату в нейронах. Внутрішньоклітинний 

глутамат накопичується у везикулах завдяки везикулярним глутаматним 

транспортерам (VGLUTs) [33]. Частина глутамату в астроцитах може 
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перетворюватися у глутамін. Перетворення глутамату в глутамін 

каталізується АТФ-залежним ферментом глутамінсинтетазою  [34]. Глутамін 

вивільнюється у позаклітинний простір завдяки натрій-нейтральним 

глутаматним транспортерам  SN1  (SNAT3) [35] та  SN2 (SNAT5) [36], а з 

позаклітинного простору глутамін транспортується до нервових клітин через 

мембрану за допомогою транспортерів родини  А (SAT1 та SAT2) [37]. 

 

Рис. 1.1. Схема потрапляння глутамату до клітин нервової тканини мозку, де: 

GLUT – транспортери глюкози; MCT1/2 – підтипи транспортера 

монокарбоксилату 1/2; SN1 – система N транспортера підтипу 1; VGLUTs 

– везикулярні транспортери глутамату; EAATs – транспортери 

збуджуючих амінокислот; GLAST – транспортери збуджуючих 

амінокислот 1 типу; GLT1 – транспортери збуджуючих амінокислот 2 

типу; XC
- 

– система глутамат-цистеїнового обмінника; SAT1/2 – система 

A транспортера підтипів 1/2; PDH – піруватдегідрогеназа; CAC – цикл 

трикарбонових кислот; GDH – глутаматдегідрогеназа; PAG – 



27 
 

фосфатактивована глутаміназа; LDH –  лактатдегідрогеназа; PDH – 

піруватдегідрогеназний комплекс; GS – глутамінсинтетаза; HEX – 

гексокіназа; CR – цистинредуктаза.  

 

1.3. Глутамат-цистеїновий обмінник 

 

Понад 30 років тому система глутамат-цистеїнового обмінника (XC
- 

) 

була описана як натрій-незалежний глутаматний транспортер [38]. Нині 

доведено, що ця система відповідає за захоплення однієї молекули цистину 

та вивільнення однієї молекули глутамату [39].  Система XC
- 

 складається з 

двох субодиниць: субодиниці 4F2hc, необхідної для експресії на поверхні 

клітини, та субодиниці xCT, необхідної для функціональної активності.  

Окрім основної участі у процесах обміну глутамату, обмінник задіяний у 

підтримці рівня внутрішньоклітинного глутатіону (GSH) [5]. Після 

захоплення XC
- 
 цистин перетворюється на цистеїн, виступаючий як основний 

лімітуючий фактор синтезу глутатіону – потужнього клітинного 

антиоксиданту [40].  

Система глутамат-цистеїнового обмінника відіграє важливу роль у  

захисті клітини [41]. Вивільнення невезикулярного глутамату за рахунок 

глутамат-цистеїнового обмінника з астроцитів регулює синаптичну 

активність шляхом стимуляції позасинаптичних рецепторів [42]. 

Експериментально доведено, що глутамат-цистеїновий обмінник вносить 

значущий внесок у функціонування та пластичність нейронів, оскільки 

посилений обмін призводить до кращого функціонування деяких клітин при 

довгостроковому збудженні [43]. Система глутамат-цистеїнового обмінника є 

хлорид-залежною, натрій-незалежною та електронейтральною на відміну від 

високоафінних глутаматних транспортерів [44].  
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1.4. Синапс 

 

Синапс – місце контакту між нейроном та ефекторною клітиною,  

складається з пресинаптичної терміналі, яка містить наповнені 

нейромедіаторами везикули (від кількох сотень до декількох тисяч), 

синаптичної щілини та постсинаптичної клітини, у мембрані якої 

локалізуються рецептори до нейромедіатору (рис.1.2.).  

Процес передачі нервового імпульсу відбувається поетапно: після 

надходження потенціалу дії до нервової терміналі, термінальна плазматична 

мембрана деполяризується, а потенціал-керовані Ca2+-канали активуються, 

сприяючи надходженню іонів Ca2+ у нервову терміналь [45]. Надалі іони 

кальцію зв’язуються з певними синаптичними протеїнами, кожен з яких 

відповідає за різні  етапи: злиття, переробку та транслокацію везикул.  

 

Рис. 1.2. Схема передачі сигналу у хімічному синапсі [48]: 
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1 – надходження нервового імпульсу до нервового закінчення 

(пресинапсу);  

2 – відкриття деполяризацією потенціал-керованих Ca2+-каналів, 

через які  іони Ca2+ проникають всередину терміналі;  

3 – злиття мембран везикул з плазматичною мембраною та  

вивільнення нейромедіатора у синаптичну щілину;  

4 – зв’язування молекул нейромедіатора з нейромедіаторними 

рецепторами на постсинапсі;  

5 – відкриття ліганд-керованих каналів і проникнення іонів крізь 

постсинаптичну мембрану;  

6 – зміна мембранного (постсинаптичного) потенціалу. Залежно від 

природи іонів відбувається або деполяризація (збудження), або 

гіперполяризація (гальмування);  

7 – ініціація потенціалу дії при досягненні порогу деполяризуючого 

постсинаптичного потенціалу [46]. 

 

Синаптичні везикули переміщуються і «стикуються» у місцях 

вивільнення, де проходять «праймінг» і стають готовими для злиття. 

Везикули, які щойно пройшли «праймінг», відносяться до легко 

вивільнюваного пулу синаптичних везикул. Під впливом потенціалу дії та 

збільшенні концентрації внутрішньоклітинного Ca2+ останні можуть 

зливатися з синаптичною мембраною та вивільняти глутамат у синаптичну 

щілину [47]. Після злиття відбувається ендоцитоз везикул, які у подальшому 

накопичують нейромедіатор та готуються до наступного циклу екзоцитозу.  

В залежності від локалізації розрізняють три групи синаптичних везикул 

у пресинапсі [48]:  

1. Пул готовий до вивільнення. Утворюється з везикул, приєднаних до 

синаптичної мембрани та готових до негайного вивільнення. Везикули 

цього пулу складають 0,5 – 5 % усіх везикул і можуть бути швидко 

вивільнені за 5 – 15 імпульсів високочастотної електричної стимуляції 

або кілька мілісекундної деполяризації [49].  
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2. Пул обміну. Об’єднує везикули, які виділяються під час помірної 

(фізіологічної) стимуляції. Їх частка – близько 5 – 20 % усіх везикул 

[50]. Везикули цього пулу багаторазово використовуються у циклі 

екзо- та ендоцитозів  під час високочастотних фізіологічних умов 

протягом тривалої активності [51].  

3. Резервний пул. Везикули цього пулу представляють близько 75 – 95 % 

усіх везикул на пресинапсі [52]. Вважають, що ці везикули дуже рідко, 

якщо коли-небудь, вивільняються лише шляхом інтенсивної стимуляції 

або за умови вичерпання резервного пулу [53]. 

Процес передачі імпульсу у синапсі полягає у злитті везикул із 

пресинаптичною мембраною. За одну секунду в середньому зливається дві 

синаптичні везикули, вивільнюючи у позаклітинний простір від 3000 до 

10000 молекул глутамату [54, 55]. В середньому одна везикула містить 

приблизно 5000 молекул глутамату [56]. Це призводить до збільшення 

концентрації позаклітинного глутамату у синаптичній щілині до 0,5 – 1,0 

мМоль [57].  

На постсинаптичній мембрані, яка знаходиться на відстані 20 нм, 

знаходяться метаботропні та іонотропні глутаматні рецептори [58], кількість 

яких в середньому не перевищує 100 одиниць [59]. Положення глутаматних 

рецепторів на постсинаптичній мембрані детермінується в залежності від 

їхньої афінності до глутамату. Низькоафінні, порівняно з NMDA, AMPA-

рецептори знаходяться ближче до місця вивільнення глутамату, інші 

(іонотропні та метаботропні рецептори) локалізовані на більшій відстані [60]. 

Таке розташування пов’язане з тим, що від 50 % до 90 % вивільненого у 

синаптичну щілину глутамату виводиться з неї в межах 10 –70 мс [61]. 

Рівень позаклітинного глутамату залежить від:  

везикулярного вивільнення з астроцитів [62];   

вивільнення за рахунок глутамат-цистеїнового обмінника [42];  

вивільнення через астроцитні іонні канали [63] та об’єм-чутливі 

органічні аніонні канали [64].  
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Також концентрація позаклітинного глутамату може збільшуватися за 

рахунок гідролізу Н-ацетиласпартилглутамату [65] або глутаміну [66]. Рівень 

позаклітинного глутамату є важливим показником, оскільки впливає на 

активацію, кластерізацію (збірку), трафікінг (пересування у цитозолі до 

мембрани), десинтизацію рецепторів та нейророзвиток [22, 42, 54, 67, 68]. 

Виведення глутамату з синаптичної щілини відбувається за рахунок 

високо-афінних глутаматних транспортерів. 

 

1.5. Глутаматні транспортери 

 

На сьогоднішній день не виявлено ферментів, здатних метаболізувати 

глутамат у позаклітинному просторі, тобто впливати на його позаклітинний 

рівень. Функцію що до забезпечення певного позаклітинного рівня  

глутамату виконують транспортери, що  здатні впливати на цей показник. За 

захоплення глутамату з позаклітинного простору відповідають глутаматні 

транспортери,  локалізовані і на мембрані нейронів, і на мембрані астроцитів 

[2, 69]. Оскільки глутаматні рецептори локалізуються на мембрані клітини 

таким чином, що можуть бути активовані лише з позаклітинного простору, 

контроль за активацією рецепторів полягає у вивільненні глутамату у 

синаптичну щілину та захопленні з неї позаклітинного глутамату. 

Незважаючи, що відомо декілька протеїнів, здатних виконувати 

функцію транспорту глутамату, термін «глутаматні транспортери» 

використовується саме для «високоафінних глутаматних транспортерів» або 

«транспортерів збудливих амінокислот» (EAATs) [1]. У даний час 

схарактеризовано 5 типів транспортерів: EAAT1 [70], EAAT2 (GLT-1; GLT) 

[71], EAAT3 (EAAC1) [72], EAAT4 [73]  та  EAAT5 [74]. Їхня афінність 

варіює в залежності від типу та методу визначення, а показник Км 

коливається від 1 до 100 мкМоль [2]. Транспортери EAAT 1 – 3 

зустрічаються у клітинах нервової тканини всіх відділів центральної нервової 

системи, в той час як  EAAT4 та EAAT5 локалізовані переважно у клітинах 
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мозочку (церебеллумі) та сітківки ока відповідно [75]. Найбільш 

розповсюдженим транспортером є EAAT2, завдяки якому захоплюється 

понад 90 % глутамату [76].  

Щільність розташування глутаматних транспортері на мембрані клітини 

складає близько 10000 транспортерів/мкм² [77]. Тобто, число транспортерів 

пропорційне до кількості молекул глутамату, які вивільнюються за один цикл 

потенціалу дії.  

На транспорт глутамату впливає ефективність роботи  ЕААТ. Повний 

цикл транспортування здійснюється за умови, що молекула глутамату 

зв’язується з транспортером і виділяється в цитозоль. Проте можливі й 

винятки. Глутамат може від’єднуватися від транспортера перед 

транспортуванням або після може не від’єднуватися чи заміщуватись іншою 

молекулою глутамату, повертаючись таким чином знову до позаклітинного 

простору.  

Ефективність транспорту залежить від внутрішньоклітинних і 

позаклітинних концентрацій іонів і субстрату. За ідеальних умов (0 Моль 

Na+, 0 Моль глутамату всередині) ефективність  транспорту EAAT2 складає 

65 % [78], тоді як ефективність EAAT4 сягає 75 % [79]. Проте в  нативних 

умовах організму, ефективність EAAT4 не перевищує 50 % через високу 

концентрацію внутрішньоклітинного глутамату в нейронах. Тож швидкість 

циклу цих транспортерів сповільнюється, коли змінюються градієнти іонів 

Na+ та K+. Збільшення внутрішньоклітинної концентрації іонів Na+ і 

підвищення позаклітинної концентрації іонів K+ призводить до роботи 

EAATs у зворотньому напрямку, що саме і спостерігається при 

ішемічно/гіпоксичних ураженнях нервової тканини [4]. 

Доведено, що майже 90 % глюкози, яку споживає мозок, 

використовується для підтримки електрохімічних градієнтів, необхідних для 

роботи глутаматних транспортерів та деполяризації нейронів [80]. Всі 

транспортери здійснюють транспорт одного іону H+, трьох іонів Na+  та  

одного іону K+ на одну молекулу субстрату [81, 82] (рис.1.3.).  Саме тому цей 
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транспорт є Na-залежним, на відміну від везикулярних глутаматних 

транспортерів, які використовують електрохімічний протонний градієнт для 

транспорту глутамату. 

 

 

Рис. 1.3. Схема роботи глутаматного транспортера:  

1 – завантаження транспортером глутамату, іону H+ і трьох іонів Na+ 

із позаклітинного простору; 

2 – завантажений транспортер; 

3 – вивільнення транспортером субстратів у внутрішньоклітинний 

простір; 

4 – зв’язування іону K+ з розвантаженим транспортером; 

5 – K+-завантажений транспортер; 

6 – вивільнення іону К+  у позаклітинний простір. 

 

Спільний транспорт катіонів з глутаматом є значним, бо зміна 

концентрації катіонів виступає сигнальним механізмом в астроцитах, впливає 

на процеси гліколізу в астроглії та змінює поверхневу експресію глутаматних 

транспортерів [83–85].  

Транспортери можуть виконувати функцію хлоридних каналів [86, 87]. 

Найбільшу провідність серед них мають EAAT4 та EAAT5. Вважається, що 

ці транспортери у більшій мірі можуть функціонувати як інгібітори 

глутаматних рецепторів, а ніж як транспортери [88–90]. Є свідчення про їхню 
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роль у компенсації заряду іонів, що надходять через плазматичну мембрану у 

процесі транспорту глутамату [91]. 

 

1.6. Везикулярні транспортери 

 

Потрапивши до клітини, глутамат може локалізуватись у мітохондріях 

або у синаптичних везикулах [34].  Переміщення глутамату з цитозолю 

здійснюють відповідні транспортери. За переміщення до мітохондрій 

відповідає родина мітохондрійних транспортерів SLC25 [92], а до везикул – 

везикулярні глутаматні транспортери (VGLUT) [93]. Існує три ізоформи 

везикулярних транспортерів: VGLUT1, VGLUT2 та VGLUT3 [94]. 

Везикулярні транспортери незалежні від натрієвого та калієвого градієнта і 

мають нижчу афінність (Км складає приблизно 1 мМ)  до глутамату 

порівняно з високоафінними глутаматними транспортерами [95]. 

Найбільша кількість VGLUT1 та VGLUT2 знаходиться у нервовій 

тканині головного мозку: VGLUT1 переважає у тканинах кінцевого мозку, 

включаючи церебральний кортекс та гіпокамп, тоді як VGLUT2 – у нервовій 

тканині нижньої стовбурової області мозку [96]. Однак у деяких 

глутаматергічних нервових терміналях та у частині ендокринних залоз 

VGLUT1 та VGLUT2 локалізовані разом [97, 98]. Обидва типи транспортерів 

мають певні типи везикул [98]. 

На відміну від VGLUT1 та VGLUT2, транспортери VGLUT3  

розповсюджені менше [99, 100]. VGLUT3 локалізуються у нервових 

терміналях, дендритах та астроцитах [99, 101]. Їх експресія вкрай важлива 

для нормального нервового розвитку. Так у VGLUT1-нокаутних мишей 

спостерігали прогресуючі нейрологічні захворювання, які супроводжувалися 

сліпотою та втратою просторової координації [102]. VGLUT2 транспортери у 

більшості випадків експресуються у період ембріогенезу та раннього 

постнатального розвитку, тому генетична інактивація VGLUT2 призводить 
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до перинатальної загибелі [103]. VGLUT3 транспортери відповідають за 

нормальне  функціонування слуху та механічну гіперчутливість [104].  

Протонний електрохімічний градієнт на везикулярній мембрані є 

ведучим фактором для захоплення глутамату (рис. 1.4.). Цей потенціал 

формується за допомогою АТФ-ази вакуолярного типу [94].  

 

Рис. 1.4.  Модель везикулярної системи захоплення глутамату: VGLUT– 

v-тип протонної помпи АТФ-ази та везикулярних глутаматних 

траспортерів;  ΔΨ – мембранний потенціал;  ΔpH – pH градієнт; 

ΔμH+– електрохімічний протонний градієнт.  

 

Доказом того, що везикулярна система транспорту глутамату  

складається з v-типу протонної помпи АТФ-ази та VGLUT-транспортерів,  

слугує факт, що захоплення глутамату інгібується дисипаторами 



36 
 

електрохімічного протонного градієнта FCCP або CCCP як інгібітором v-

типу протонної помпи АТФ-ази – бафіломіцином, але не зазнає впливу 

інгібіторів  мітохондрійної протонної помпи АТФ-ази [105]. У присутності 

іонів K+ ця система інгібується H+/K+ обмінником нігеріціном [106]. При 

АТФ гідролізі протонна помпа АТФ-ази транспортує іони H+ через мембрану 

везикули, формуючи позитивний мембранний потенціал всередині. Завдяки 

цьому аніони, які знаходяться ззовні (наприклад, іони хлору), проникають 

усередину везикули. Так формуються сполуки, наприклад HCl, які знижують 

pH всередині везикули та зменшують різницю потенціалів. Тобто, 

відбувається збільшення градієнта ΔpH та зменшення мембранного 

потенціалу ΔΨ. Робота VGLUT транспортерів у значній мірі залежить від 

наявності градієнта потенціалу на мембрані везикули, ніж від градієнта ΔpH. 

Електрохімічний протонний градієнт ΔμH+, який є комбінацією електричного 

компонента ΔΨ та хімічного компонента ΔpH, слугує рушійною силою 

захоплення глутамату у везикулах [107]. Низькі концентрації іонів хлору 

можуть стимулювати везикулярне захоплення глутамату за рахунок 

зв’язування з алостеричним сайтом і за рахунок формування pH градієнта. 

Високі концентрації іонів Cl-, напроти, інгібують захоплення глутамату за 

рахунок конкуренції хлору і глутамату за сайт зв’язування [108]. 

 

1.7. Глутаматні рецептори 

 

Глутаматні рецептори реалізують ефекти глутамату і після зв’язування з 

нейромедіатором ініціюють відповідні процеси. Методом молекулярного 

клонування досліджено кілька груп глутаматних рецепторів. Їх поділяють на 

іонотропні [109] та метаботропні [110].  

Родина метаботробних глутаматних рецепторів об’єднує три групи:  

I – mGluR1 та mGluR5; 

II – mGluR2 та mGluR3; 

III – mGluR4, mGluR6, mGluR7 та  mGluR8.  
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Наведена класифікація базується на схожості послідовності ланки 

амінокислот, типу трансльованого сигналу, розташуванню та фармакології 

конкретної групи [111]. І-а група mGluRs зв’язується з фосфорилазою С 

через Gq/11 протеїн. Ця група локалізується пресинаптично поряд з 

іонотропними рецепторами [112]. mGluRs локалізація індукує потенціал дії 

іонотропних глутаматних рецепторів через mGluR1/5 [113]. Групи II та III 

негативно зв’язуються з аденілатциклазою та розташовані пре- та 

постсинаптично. Пресинаптичні рецептори інгібують вивільнення глутамату, 

в той час як постсинаптичні рецептори впливають на модуляцію іонних 

каналів та вивільнення інших нейромедіаторів [114]. 

В залежності від чутливості до агоніста іонотропні рецептори 

розділяють на:  

– NMDA-рецептори (N-methyl-D-aspartate ) [115]; 

– AMPA-рецептори (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole 

propionic acid) [116]; 

– каїнатні рецептори [117]; 

– дельта-рецептори [118].  

Щонайменше один тип глутаматних рецепторів міститься у нервових 

клітинах [119–121].  

Іонотропні рецептори класифікують і в залежності від субодиниць, які 

входять до їхнього складу. Наприклад, NMDA-рецептори можуть містити дві 

субодиниці GluN1 (NMDAR1 та NR1), одну субодиницю GluN2 (типу A, B, C 

або D) та одну субодиницю GluN3 (типу A або B) [109].  

AMPA складаються з чотирьох типів субодиниць: GluA1 (GluR1, 

GluRA), GluA2 (GluR2, GluRB), GluA3 (GluR3, GluRC) та  GluA4 (GluR4, 

GluRD) [109].  

Каїнатні рецептори складаються з субодиниць GluK1 (GluR5), GluK2 

(GluR6), GluK3 (GluR7), GluK4 (KA1) та GluK5 (KA2) [109].  

Усі субодиниці AMPA-рецепторів можуть утворювати як гомо- так і 

гетеромери. Субодиниці каїнатного рецептору GluK1–GluK3 можуть 
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утворювати гомо- та гетеромери, але GluK4 та GluK5 утворюють 

функціональні рецептори лише тоді, коли ко-експресуються (тобто 

синтезуються сумісно) з GluK1, GluK2 або GluK3[109]. Формування певних 

видів рецепторів залежить від локалізації та функції нейрона [122].   

Іонотропні глутаматні рецептори – це інтегральні мембранні протеїни, 

що складаються з чотирьох великих субодиниць, які формують центральний 

іонний канал [109]. Ці субодиниці є дискретними, напівавтономними 

доменами: позаклітинний аміно-кінцевий домен (ATD), позаклітинний 

ліганд-зв’язуючий домен (LBD), трансмембранний домен (TMD) та 

внутрішньоклітинний карбоксил-кінцевий домен (CTD) (рис. 1.5.). 

 

Рис. 1.5. Структура глутаматного рецептора [109], у складі якого два 

великих позаклітинних домени [аміно-кінцевий домен –  ATD та 

ліганд-зв’язуючий домен – LBD]; трансмембранний – TMD, утворює 
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частину пори іонного каналу; внутрішньоклітинний карбоксил-

кінцевий домен –  CTD. 

Позаклітинний аміно-кінцевий домен грає ключову роль, бо відповідає 

за формування та транспорт рецептора з ендоплазматичного ретикулуму до 

мембрани клітини [123, 124]. Ліганд-зв’язуючий домен контролює активацію 

рецептора за рахунок зв’язування з агоністом. Активація глутаматного 

рецептора призводить до конформаційних змін ліганд-зв’язуючого домену 

[125], що, в свою чергу, призводить до переходу домену іонного каналу у 

відкриту форму. Трансмембранний домен з’єднуються з ліганд-зв’язуючим 

доменом через три короткі лінкери. Трансмембранний домен складається з  

трансмембранних хеліксів М1, М3, М4 та мембранної ретрансляторної петлі 

М2. Хелікси М1, М2 та М3 формують структуру, яка приймає участь  у 

формуванні ядра іонного каналу, а M4 створює контакти з TMD [109].  

Карбоксил-кінцевий домен відповідає за таргетінг мембрани, стабілізацію, 

посттрансляційну модификацію та таргетінг для деградації [126]. 

АМРА-рецептори і каїнат-рецептори – катіон-проникні іонні канали, які 

використовують іонний трансмембранний градієнт іонів Na+ для створення 

деполяризації в синапсі. Каїнатні рецептори, зокрема, і рецептори АМРА, 

демонструють сильну модуляцію шляхом зміни концентрації моновалентних 

іонів [127, 128]. Останні роботи засвідчили, що іони Cl- – невід’ємні 

компоненти каїнатних рецепторів в їхній активній конформації [129]. 

Аніонний сайт зв’язування характеризується значною селективністю до іонів 

Cl- і Br- порівняно з іонами F- та I-. Великі аніони, такі як нітрат, 

метансульфонат та сульфат, не замінюють іони Cl- у складі  каїнатних 

рецепторів. 

Найсуттєвішу роль у синаптичній передачі збудження виконують два 

типи глутаматних рецепторів АМРА та NMDA, яким притаманні різні ролі у 

зазначеному процесі [122]. АМРА-рецептори характеризуються швидкою 

генерацією  потенціала дії та низькою афінністю до глутамату. Афінність до 
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глутамату різниться в залежності від групи рецептора та субодиниць, які 

входять до його складу. EC50 (напівмаксимальна ефективна концентрація) для 

NMDA-рецепторів складає приблизно 1 мкМоль/л, а EC50 для AMPA-

рецепторів – понад 400 мкМоль /л [109]. Короткий час зв’язування глутамату 

з АМРА-рецепторами викликає швидку передачу за короткий проміжок часу 

та короткостроковий тік іонів Са2+. NMDA-рецептори, навпаки, мають 

високу афінність до глутамату, що є вирішальним чинником для індукції 

специфічних форм синаптичної пластичності. Вони довгостроково 

зв’язується з глутаматом та відповідають за довготривалі передачу і тік іонів 

[5], забезпечуючи такі пластичні властивості як  довготривале потенціювання 

(LTP) та довготривалу депресію (LTD) [130].  

Щойно після народження більшість збудливих синапсів мозку людини 

містить тільки NMDA-рецептори, тоді як частка AMPA-рецепторів 

збільшується поступово з віком [131–133]. У дійсності переміщення AMPA-

рецепторів ззовні клітини на поверхню мембрани синапса – регульований 

процес, який залежить від активації NMDA-рецепторів  і лежить в основі 

деяких форм синаптичної пластичності [78]. 

 

1.8. Синаптична пластичність 

 

Перші згадування про синаптичну пластичність у працях канадського 

фізіолога Дональда Гебба датуються 1949 роком, у подальшому були 

узагальнені та сформульовані у теорію Гебба [134]. Теорія пояснює 

пристосування нейронів у процесі навчання через механізм синаптичної 

пластичності. 

Синаптична пластичність – це здатність синапсів з часом збільшувати  

або зменшувати відповідь на сигнал в залежності від їхньої активності. 

Синаптична пластичність є однією з важливих нейрохімічних основ навчання 

та пам’яті. Під синаптичною пластичністю мозку розуміється сукупність 

структурних змін, які можуть варіювати залежно від росту аксонів, зміни 
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положення дендритних шипів до кількості нейротрансмітерів, що 

виділяються в синапатичну щілину, та зміну ефективності реакції клітин на 

ці нейротрансмітери за рахунок динаміки кількості синаптичих рецепторів 

[135]. Вважається, що синаптична пластичність лежить в основі вищих 

когнітивних функцій, таких як навчання та пам’ять [136–138]. Порушення 

синаптичної пластичності спостерігається при нейрологічних розладах, 

зокрема, при  хворобі Альцгеймера [139], синдромі Дауна [140], шизофренії 

[141], різних формах деменції [142].  

Синаптичну пластичність в залежності від терміну тривалості поділяють 

на короткочасну та довготривалу. Короткочасна синаптична пластичність 

триває від кількох мілісекунд до кількох хвилин, тоді як довготривала  – від 

кількох хвилин до годин. У короткочасній синаптичній пластичності основна 

роль належить двом процесам: посиленню (збільшенню вірогідності 

вивільнення нейромедіаторів на відповідь потенціала дії) та виснаженню 

(зменшенню вивільнення через брак готових до злиття везикул або через 

зворотній зв’язок пресинаптичних рецепторів) [143].  

Довготривала синаптична пластичність може бути розділена на 

довгострокову депресію (LTD), при якій “сила” синаптичної передачі 

зменшується, і довгострокове потенціювання (LTP), при якому “сила” 

синаптичної передачі збільшується.  В обох процесах значну роль відіграють 

NMDA-рецептори.  

Однією з унікальних характеристик NMDA-рецепторів є блокування 

їхнього каналу позаклітинними іонами Mg2+, перешкоджаючими 

надходженню іонів Ca2+ та одновалентних катіонів. Якщо мембранний 

потенціал достатньо сильний для зменшення потенціал-залежної блокади 

каналу Mg2+, NMDA-рецептори зв’язують глутамат, відкривають канал і 

дозволяють транспорт іонів Ca2+. Довгострокове потенціювання пов’язане з 

повним  відкриттям постсинаптичних каналів NMDA, що при деполяризації 

призводить до збільшення концентрації іонів Са2+ у постсинапсі і, як 

результат, до активації протеїнкіназ CaMKII і PKAII [144, 145]. Ці активовані 
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протеїнкінази відповідають за фосфорилювання постсинаптичних 

збуджувальних рецепторів, зокрема, АМРА-рецепторів, що покращує 

катіонну провідність і збільшує їхню кількість на плазматичній мембрані 

[146]. 

За умови лише часткового відкриття каналів відбувається зменшений 

вхід іонів  Са2+ у постсинапс. Зменшена внутрішньоклітинна концентрація 

іонів Са2+ активує протеїнові фосфатази, які призводять до 

дефосфорилювання АМРА-катіонних каналів, знижуючи катіону провідність. 

Зазначені процеси характеризують довгострокову депресію [147] . 

 

1.9. Терапевтична гіпотермія 

 

Перша історична згадка про застосування гіпотермії датується третім 

тисячоліттям до н.е. [8], втім широке використання гіпотермії у медицині 

почалося лише з середини ХХ століття [148]. У 2002 були оприлюднені 

результати клінічних випробувань [149], які продемонстрували ефект 

застосування низьких температур для покращення стану пацієнтів після 

ішемічного інсульту [150]. На сьогодні гіпотермія займає вагоме місце у 

різноманітті  медичних практик [151]. 

Результат терапевтичної гіпотермії залежить від часу її впливу на 

процеси, які характерні для інсульт/ішемічного стану. Виділяють 3 фази 

останнього: гостру, підгостру та хронічну [152].  

Під час гострої фази (від кількох хвилин до декількох годин) 

відбувається зупинка кровообігу, що спричинює зменшення ресурсів 

окислювального фосфорилювання (АТФ, кисню, глюкози) [153]. Нестача 

енергетичних субстратів призводить до порушення іонної концентрації 

внаслідок реверсу АТФ-залежної іонної помпи. Зміни іонного градієнта 

стають чинниками порушень функцій мітохондрій, деполяризації мембрани 

нервових клітин, вивільнення значної кількості глутамату у позаклітинний 

простір, розвитку ексайтотоксичності [154]. Надмірна кількість глутамату 
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спричиняє ацидоз і надмірну стимуляцію NMDA-рецепторів, викликаючи 

подальший внутрішньоклітинний тік іонів Са2+, активуючого різноманітні 

внутрішньоклітинні процеси, які надалі призводять до розвитку 

ексайтотоксичності, пошкодження клітин та їх загибелі. Серед основних – 

порушення функціонування синтази оксиду нітрогену (NOS), каталізуючої 

синтез оксидів нітрогену; збільшення продукції активних форм кисню (ROS) 

і, як наслідок, пряме пошкодження мітохондрій або активація про-

апоптичного протеїну Bax. Це стає причиною появи мітохондрійної 

транзитної пори та наступного вивільнення цитохрома С у цитозоль [155]. 

Цитозольний цитохром С може активувати апоптосому (pro-caspase-9 та 

Apaf-1) з наступною активацією каспази та апоптозною загибеллю клітини. 

Апоптоз може розвинутись незалежно від активації каспази за рахунок 

мітохондрійного вивільнення фактору апоптозу AIF, який транслокується у 

ядро та викликає конденсацію хроматина та фрагментів ДНК [152].  

Застосування гіпотермії на зазначеній стадії знижує вихід збуджуючих 

нейромедіаторів [156], зменшує потребу у енергетичних субстратах [157], 

знижує синтез NO-продуктів [153] та інгібує фосфорилювання NMDA- 

рецепторів [158]. 

Під час підгострої фази (від кількох годин до декількох днів) 

відбуваються вторинні процеси пошкодження: реперфузія з генерацією ROS, 

запалення та клітинний апоптоз, які вражають гематоенцефалічний бар’єр та 

сприяють формуванню набряку [152]. Застосування гіпотермії на цій стадії 

знижує оксидативний та нітрозативний стреси [7]. Окрім того, гіпотермія 

знижує активність астроцитів та мікроглії, зменшує експресію запальних 

цитокінів, ендотеліальних молекул, нейтрофілів та моноцитарну 

інфільтрацію [153, 159].  

Гіпотермія впливає на апоптичні медіатори (В-клітинна лімфома 2 [Bcl-

2] пов’язана з X-протеїном, Fas, каспазою 3, цитохромом С), знижуючи їхню 

кількість, та активує антиапоптозні шляхи, посилюючи експресію р53 

протеїну, який сприяє відновленню клітини [160, 161]. Захисний вплив 
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гіпотермії на гематоенцефалічний бар’єр відбувається за рахунок 

попередження активації металопротеїназ, пошкоджуючих позаклітинний 

матрикс, та посилення експресії ендогенних інгібіторів металопротеїназ 

[152]. 

У хронічну фазу (від кількох днів до декількох місяців) застосування 

гіпотермії не призводить до значного ефекту. Вплив гіпотермії на ангіо-, 

нейро-, синапто- та гліогенез є, але ступінь її дії допоки у процесі 

дослідження. Деякі автори акцентують увагу, що  застосування гіпотермії на 

гострій стадії знижує вищезазначені процеси [162, 163], інші свідчать, що 

гіпотермія, навпаки, посилює їх [164–167]. Загалом, вплив гіпотермії на 

хронічній стадії відбувається за рахунок її попередньої протекторної дії у 

процесах гострої і підгосторої фаз: під час гострої – зниження  церебрального 

метаболізму, запобігання пошкодженню мітохондрій, порушенню іонної 

помпи та розвитку ексайтотоксичності; під час підгострої – зниження 

ступеню ураження через реперфузійне пошкодження, продукцію ROS, 

зменшення запалення, апоптозу та формування набряку [152]. 

В залежності від використання цільової температури, гіпотермію 

поділяють на:  

м’яку (32 °С – 34 °С); 

середню (28 °С – 32 °С);  

помірну (20 °С – 28 °С);  

глибоку (5 °С – 20 °С); 

надглибоку (< 5 °С) [168, 169].  

 

1.10. Інсульт та моделі його вивчення 

 

Інсульт – клінічний стан, при якому відбувається зниження кровообігу 

мозку внаслідок порушення  кровотоку. В залежності від чинників, інсульт 

поділяють на глобальний, викликаний зупинкою серця, та локальний, який 
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може бути або геморагічним, тобто наслідком крововиливу у мозок, або 

ішемічним, внаслідок емболії (закупорки) кровоносних судин. 

Складний та взаємопов’язаний каскад молекулярних подій відбувається 

за ішемії. Ішемія визначається як зменшення кровотоку, достатнє для 

виклику змін нормального функціонування клітин; гіпоксія спричиняє 

зменшення вмісту кисню у тканині до недостатнього для підтримки 

гомеостазу рівня [170]. На початку ішемії відбувається некроз серцевини 

інфарктованої тканини зі зниженням кровотоку, погіршення обміну речовин 

та порушення функцій навколо зони ураження. Після зупинки синтезу АТФ 

та порушення  роботи Na+/K+-помпи відбувається деполяризація мембрани 

клітин, що призводить до надлишкового току в клітину іонів Ca2+. Як 

наслідок –  активація внутрішніх механізмів апоптозу та загибель клітин 

[170]. Збільшення кількості глутамату у позаклітинному просторі призводить 

до активації  іонотропних глутаматних рецепторів, які інтенсифікують вхід 

іонів Ca2 + до клітини [152].   

Підвищення ступеню токсичності окисного стресу відбувається у 

процесі утворення вільних радикалів за участі супероксиду (О2-), гідроксил 

радикалу (–ОН), оксиду нітрогену (NO), пероксинітриту  (ONOO-) зі 

зниженням активності енергозалежних ензимів-скавенжерів [171]. Появі 

вільних радикалів сприяє метаболізм арахідонової кислоти, проникнення 

перефиричних лейкоцитів та порушення регуляції NO-синтази у мікроглії та 

моноцитах [152]. Вільні радикали і значна кількість іонів Са2+ індукують 

синтез запальних цитокінів (зокрема, інтерлейкінів IL-1, IL-6, фактору 

некрозу пухлини-α), хемокінів (зокрема, IL-8, MCP-1), молекул адгезії 

ендотеліальних клітин (зокрема, селектинів, ICAM-1, VCAM-1) і генів 

прозапальних протеїнів [170]. Вільні радикали також призводять до 

перекисного окислення ліпідів, індукції апоптозу та вироблення 4-

гідроксинонену, який ковалентно модифікує Na+/K+ АТФ-азу, глюкозу і 

глутаматні транспортери, погіршуючи їх функціонування [170].   
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Значний внесок у ішемічні порушення мають певні клітинні популяції. 

Суттєва роль у процесі запалення належить мікроглії усередині ішемічної 

зони, яка синтезує прозапальні цитокіни, токсичні метаболіти і ферменти 

[170]. Астроцити також синтезують прозапальні цитокіни та 

нейропротекторні чинники, зокрема, еритропоетин, трансформуючий фактор 

росту-β, металотіонін-2  [172, 173]. Ендотеліальні зміни також можуть 

сприяти порушенню функціонування гематоенцефалічного бар’єру та 

посиленню запальної відповіді [170]. Проникнення циркулюючих 

лейкоцитів, у т.ч. поліморфноядерних лейкоцитів та Т-клітин, ускладнює 

відновлення тканин після ішемічного інсульту [170]. Збільшення набряку 

мозку після ішемічного інсульту відіграє свою роль у негативному  

довгостроковому прогнозі виживання пацієнтів [170].  

Геморагічний інсульт відрізняється від ішемічного вивільненням 

цитотоксичного гемоглобіну, порушенням регуляції протеїнів гаптоглобіну і 

гемопексину та підвищенням рівня окислювального стресу [174]. 

З огляду на зазначені відмінності, для вивчення інсульту 

використовується кілька експериментальних моделей. В залежності від задач 

дослідження можуть використовуватись різні методи індукування ішемії, 

різні види піддослідних тварин, різні області мозку для вивчення, різні 

методи для визначення області/об’єму інфаркту та функціональних ефектів 

[175].  

Найбільш поширеною моделлю для вивчення моделі інсульту in vivo є 

оклюзія судин. Деякі дослідники використовують модель зупинки серця, у 

процесі використання якої серце зупиняється завдяки KCl-ін’єкції на певний 

час, а потім реанімується [176]. 

Для вивчення ішемії in vitro використовують первинні культури 

кортикальних клітин або клітин гіпокампа [177]. Більшість досліджень 

зосереджуються на вивченні впливу ішемії на нейрональні клітинні 

популяції, проте системи in vitro можуть бути використані і для вивчення 

відповіді астроцитів і олігодендроцитів [178, 179]. 
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Ішемічні стани імітують низкою процедур. Гіпоксія може викликатись 

шляхом розміщення клітин у безкисневому розчині або у гіпобаричній камері 

[180]. Гіпоглікемія моделюється видаленням глюкози або її заміною 

неметаболічним варіантом (2-дезоксиглюкозою) [181]. Мітохондрійні 

інгібітори, наприклад, ціанід калію (KCN) або 3-нітропропіонова кислота 

(O2N-С2Н4-СООН), використовуються для моделювання інгібування 

метаболізму [181, 182]. Оскільки ішемія викликає вивільнення глутамату, що 

призводить до розвитку ексайтотоксичності через надмірну стимуляцію 

NMDA-рецепторів, то частка досліджень зосереджена на аналізі впливу 

високих концентрацій глутамату або застосуванні селективних антагоністів 

NMDA-рецепторів. 

На сьогодні показано кілька механізмів зменшення позаклітинного 

рівня глутамату, який є основним чинником ексайтотоксичного ураження 

нервових клітин. Смерть нейронів через ішемічне ураження зменшувалася 

при блокуванні вивільнення глутамату із синапсу токсином правця [183]. 

Крім того, антагоністи рецепторів глутамату послаблювали ішемічно-

індуковане ураження нервових клітин у багатьох видів експериментальних 

тварин (щурів, мишей, кішок, приматів) та ішемічних моделях (глобальній, 

локальній та in vitro) [184]. 

 

1.11. Комбіноване застосування ліків та гіпотермії 

 

Інсульт – одна з основних причин, що призводить до інвалідності у 

дорослому віці. Наприклад, у США інсульт щороку вражає близько 800 тисяч  

осіб та призводить до економічних втрат у розмірі 34 млрд доларів [185]. 

Незважаючи на значний прогрес у медичній галузі за останній час, 

нейропротекторних засобів для запобігання вторинної травми мозку і 

мінімізації інвалідність доволі мало. У доклінічних та клінічних 

дослідженнях лише невеличка кількість препаратів змогла проявити 

позитивний ефект. У період з 1995 по 2015 роки  випробувано 430 
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потенційних препаратів  від ішемії. З них приблизно 4 % змогли вийти на 

ринок, 70 % було відхиллено, 17 % проходили доклінічну оцінку, 9 % ще 

знаходяться на різних етапах випробувань [186].  

Перспективним напрямком зменшення наслідків інсульту є комбіноване 

застосування нейропротекторних факторів [187]. Комплексний підхід може 

бути ефективнішим, аналогічно терапії ракових захворювань, де для ефекту 

синергічної дії комбінуються кілька цитотоксичних компонентів.  

За літературними даними серед сполук які були застосовані, можна 

виділити п’ять  класів речовин які мають цілеспрямовану дію:  

- Антагоністи NMDA рецепторів, тобто речовини які можуть впливати 

на відповідь цих рецепторів, зменшуючи тік іонів Ca2+ через NMDA керовані 

Ca2+ канали. 

- Скавенджери вільних радикалів. За нормальних умов ендогенні 

антиоксиданти поглинають активні форми кисню, які утворюються за 

нормальних умов в організмі, але за ішемічних умов, знешкодження не 

відбувається, через збільшення продукції активних форм кисню та 

інактивації антиоксидантних ензимів [188]. Наприклад було показано, що 

поєднання терапевтичної гіпотермії та антиоксиданта едаравона зменшувало 

розмір набряку та зону інфаркту у більшій мірі, ніж застосування кожного з 

факторів по одинці[189]. 

- Антикоагулянти, або тромболітичні засоби. Тромболітична терапія 

спрямована на усунення появи тромбу та об’єднує ліки, які діють як 

активатори плазміногену, антитромботичні агенти та інгібітори агрегації 

тромбоцитів [186]. Дія нейропротекторних засобів спрямована на 

гальмування ішемічного каскаду та запобігання вторинних травм. Вони 

можуть мати антиоксидантні властивості, впливати на стимуляцію нейронів 

та бути антагоністами кальцієвих каналів [186].  

- Статини, тобто речовин які можуть впливати на рівень мембранного 

холестеролу. Наприклад, Lee та інш. показали що застосування 
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аторвастатину за десять днів до ішемії посилило ефективність гіпотермії, 

значно зменшивши зону інфаркту [190]. 

- Протизапальні агенти. Було показано, що застосування речовини 

такролімус, яка пригнічує синтез запальних цитокінів та знижує синтез NO,  

у поєднанні з гіпотермією, більш знижує зону інфаркту та рівень набряку ніж 

застосування поодинці [191]. 

Перші досліди комбінованого застосування антагоністів NMDA 

рецепторів з гіпотермією проведені на початку 90-х років ХХ ст.: на моделі 

двосторонньої оклюзії сонних артерій неконкуруючий антагоніст NMDA 

декстрометорфан виявив нейропротекторну дію у поєднанні з помірною 

гіпотермією (30 °C) [14]. Окрім антагоністів NMDA-рецепторів, досліджено 

вплив речовин, які підвищували позаклітинну концентрацію іонів Mg2+, бо 

останній виступає ендогенним антагоністом NMDA-рецепторів. Іони магнію, 

окрім функцій збереження мембранної цілісності, регуляції синтезу білків, 

енергетичного обміну, підтримки іонних градієнтів, регуляції тонусу 

гладеньких м’язів[192], має анти ексайтотоксичну властивість. Іони магнію 

виступають антагоністами іонам кальцію у процесі проникнення завдяки 

NMDA-рецепторам [193]. Campbell зі співавторами продемонстрували, що 

іони магнію не мають нейропротекторної дії, якщо процес не відбувається в 

умовах гіпотремії (35 °С) [194]. Song зі співавторами  дійшли висновку, що 

поєднання локальної гіпотермії та іонів магнію більш ефективно знижує 

гострі ішемічні ушкодження, ніж застосування виключно однієї гіпотермії 

[195].  

Проте маються й протилежні докази. Наприклад, на моделі локальної 

ішемії щурів комбіноване застосування MK-801, введеного за 30 хвилин до 

оклюзії сонної артерії, та м’якої гіпотермії (33 °C) створювало такий же 

нейропротекторний ефект, як і індивідуальне застосування кожного із 

факторів [196]. 

Незважаючи, що пройшло понад тридцять років з часу перших  

експериментів [197], які довели позитивний вплив блокування рецепторів для 
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зменшення пошкодження мозку через ішемічний/гіпоксичний стан, жодна  

сполука досі офіційно не затверджена для загального клінічного 

застосування. Цей парадокс можна пояснити наступними фактами:  

часовим інтервалом ефективності застосування антагоністу (для  

модельного об’єкту (гризунів) термін складав до однієї години після 

ішемічного стану) [198]; 

рН модуляцією іонного каналу (зміна рН, яка відбувається через 

порушення іонного градієнта при ішемії, може зменшувати функціонування 

каналу); 

гострою токсичністю сполук та побічними ефектами. Наприклад, 

кетамін може призводити до розвитку психозів, інший блокатор NMDA-

рецепторів MK801(дизоцилін) – до вакуолізації головного мозку [199].  

Одним з ускладнень при роботі з антагоністами NMDA-рецепторів є 

«Інь/Янь» ефект [200]. З одного боку, активація NMDA-рецепторів викликає 

посилення факторів, які відповідають за виживання клітини, наприклад 

активацію CREB транскрипційного фактору та експресію нейротропічного 

фактору мозку BDNF, а з іншого боку, посилена активація призводить до 

нейродегенереції та загибелі клітини [201, 202].  

Окремою проблемою виступає час блокування NMDA-рецепторів. 

Beignon із співавторами  показали, що довготривала блокада є шкідливою, 

тому застосування NMDA для стимуляції NMDA-рецепторів через 24 та 48 

годин після ішемічного стану, який супроводжувався блокуванням NMDA-

рецепторів антагоністом MK801, сприяло зменшенню нейрологічних 

ускладнень та відновленню когнітивних функцій через 14 днів [203].  

 

1.12. Холестерол, його роль в процесі нейротрансмісії та наслідки 

його видалення 

 

Холестерол – один із основних компонентів біологічної мембрани. 

Функціонування більшості трансмембранних білків, у тому числі рецепторів, 
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іонних каналів, транспортних білків, залежить від вмісту холестеролу у 

мембрані. Мозок являється найбільш холестерол-збагаченим органом, він 

містить близько 20 % від загальної кількості холестерола тіла [204]. Основна 

частина холестеролу мозку (близько 70 – 80 %) міститься в утвореній 

олігодендроцитами мієліновій оболонці. Решта розподілена поміж астроцитів 

та нейронів і слугує для підтримки  синаптичної трансмісії [205]. Холестерол 

не тільки важливий структурний компонент клітинної мембрани та 

мієлінової оболонки, але й необхідна речовина для формування синапсів та 

дендритів [206]. 

Холестерол необхідний для фізіологічного розвитку нейронів у 

пренатальному і у дорослому віці. Холестерол необхідний для розвитку ЦНС, 

процесу синаптогенезу, підтримки синаптичної організації, рециклінгу 

синаптичних везикул [207]. Значне зниження вмісту холестеролу у мембрані 

нейронів призводить до погіршення їхньої активності, єкзоцитозу 

синаптичних везикул та нейротрансмісії [208, 209]. Численні літературні дані 

свідчать, що зниження рівня холестеролу призводить до змін у розподілі 

іонних каналів та білків, беручих участь у екзоцитозі [210], багатьох 

рецепторів [211] та транспортерів нейромедіаторів у плазматичній мембрані 

[212]. Активність кальцієвих, натрієвих та калієвих каналів також залежить 

від рівня холестеролу в мембрані. Порушення метаболізму холестеролу 

призводять до структурних та функціональних нервових захворювань, таких 

як хвороба Альцгеймера, хвороба Паркінсона, хвороба Німана-Піка типу С, 

хвороба Гантінгтона [213]. 

Молекули холестеролу розподілені у мембрані нерівномірно, вони 

сконцентровані у мікродоменах ліпідних рафтів. Ліпідні рафти − це 

високодинамічні мікродомени (розміром від 10 до 200 нм) мембран, 

збагачені  холестеролом і сфінголіпідами. Холестерол відіграє важливу роль 

у формуванні біологічної мембрани як складовий компонент ліпідних рафтів, 

які виступають платформами для організації та взаємодії протеїнів, 

залучених до виконання багатьох клітинних функцій [214, 215]. У нейронах 
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ліпідні рафти залучені до підтримки функцій синапсу: перенесення 

нейротрансмітерів до терміналі аксону, регуляція екзоцитозу, організація 

нейротрансмітерних рецепторів [216–218]. Зокрема, було встановлено, що 

NMDA-, AMPA-, GABA- та ацетилхолінові рецептори  пов’язані з ліпідними 

рафтами [219, 220].  

Ліпідні рафти контролюють організацію та взаємодію білків, які 

приймають участь у траспортуванні везикул, сигнальних механізмах та 

формуванні цитоскелету [216, 221]. Ліпідні рафти містять ряд білків, які 

тимчасово асоціюють з іонотропними рецепторами, модифікуючи їх 

властивості: аффіність до ліганду, активність або ефективність агоністів 

[222]. Є дані, що ліпідні рафти критично важливі для збудливої 

нейропередачі, оскільки впливають на регуляцію функцій іонотропних 

глутаматних рецепторів [223]. Велика кількість білкових молекул, що беруть 

участь у процесі нейротрансмісії, локалізовані у ліпідних рафтах. Білки 

SNAP-25, VAMP2 та синтаксин, які задіяні у процесі екзоцитозу, асоційовані 

з ліпідними рафтами [224].  

Порушення рівня холестеролу призводить до поступової втрати 

інгібіторних і збудливих властивостей синапсу [219], що свідчить про 

значимість ліпідних рафтів  у морфології та функціонуванні нейронів [225, 

226]. Руйнування ліпідних рафтів може відбуватись шляхом видалення 

холестеролу індукованими сполуками циклодекстринами, родиною 

циклічних олігосахаридів у формі усічених конусів із зовнішньою 

гідрофільною поверхнею та ліпофільною внутрішньої порожниною [227, 

228]. Пряма дія циклодекстринів на клітину призводить до видалення з 

клітинної мембрани холестеролу та фосфоліпідів, а також деяких білків, 

модифікуючи, таким чином, молекулярний склад мембрани і, як наслідок, її 

властивості [227].  

Для маніпуляцій з холестеролом використовується метил-β-

циклодекстрин (MβCD), метильований циклічний олігосахарид, у складі 

якого сім молекул β(1-4)-глюкопіранози [229]. Зовнішня поверхня молекули 
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MβCD гідрофільна, а метильні групи, розташовані усередені, утворюють 

гідрофобну порожнину, тому він добре розчиняється у воді і може 

утворювати водорозчинні комплекси з холестеролом та іншими 

гідрофобними речовинами. Молекула MβCD проявляє гідрофобні та 

гідрофільні властивості. MβCD легко інкапсулює холестерол у гідрофобну 

порожнину, тоді як гідрофільний зовнішній шар робить увесь комплекс 

MβCD-холестерол водорозчинним [229]. Афінність MβCD до холестеролу 

значно більша у порівнянні з іншими ліпідами. Оскільки MβCD планують 

застосовувати у медицині, то мають бути розроблені шляхи його перенесення 

та легкого видалення із тканин, у цьому сенсі застосування наночастинок є 

найбільш перспективним напрямком. 

Магнітні наночастинки стають дедалі популярнішими у багатьох 

сферах як магнітні сенсори, каталізатори, імуноаналізатори, високочутливі 

індикатори діагностики патогенних мікроорганізмів, цілеспрямовані 

транспортери ліків  та транспортери клітин при лікуванні, регенерації тканин 

при ішемічній хворобі серця, інсульту, раку та ін. [230, 231]. Синтетичні 

засоби отримання таких частинок, в основному, включають осадження, 

термічний розпад металоорганічних сполук, гідротермічну обробку та 

бактеріальний синтез [232]. Нещодавно магнітні наночастинки за допомогою 

іммобілізаційних методів були модифіковані циклодекстринами [233]. Нині 

відбувається інтенсивна розробка та впровадження методів використання 

MCD та їхніх похідних у нанотехнології, фармакологію та медицину. 

Поєднання речовин доречне для отримання водорозчинних форм 

гідрофобних препаратів, які мають більшу біодоступність та хімічну 

стабільність [234, 235]. Важливо зазначити той факт, що циклодекстрини, за 

умов їх використання як переносників лікарських препаратів, значно 

полегшують потрапляння ліків до клітин мозку [234].  Зокрема, екстракція 

холестеролу з плазматичної мембрани та його подальше видалення з 

нервових клітин з використанням зовнішнього магнітного поля, видається 

перспективним методом лікування нейрологічних розладів та нейропротекції 
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при ішемії та інсульті головного мозку. Ці необхідні умови можна отримати, 

використовуючи магнітні наночастинки, покриті холестеролвидаляючими 

матеріалами. Таким чином, використання MCD у якості акцептору для 

маніпуляції рівнем холестеролу у мембрані нервових терміналей є 

адекватним та загальноприйнятим методичним підходом. 

Резюмуючи дані впливу на основні нейрохімічні показники гіпотермії, 

нейромодуляторних речовин та їх синергетичної дії, розуміння механізму та 

обґрунтування можливих перспективних шляхів застосування у медицині для 

подолання наслідків порушення при гіпоксичних/ішемічних станах є вкрай 

важливим та цікавим напрямком сучасної нейрохімії. 
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РОЗДІЛ 2 МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 
 

2.1. Об’єкти дослідження  

 

Експерименти проводили на препаратах нервових терміналей,  

отриманих зі щурів-самців лінії Wіstar масою тіла 250‒300 г, віком 2 місяці, 

які утримувалися у стандартних умовах віварію, за температури 22–23 0C, 

доступу до їжі та води ad libitum. Усі експерименти виконано згідно з 

«Правилами проведення робіт з використанням експериментальних тварин», 

затвердженими Комісією з догляду, утримання й використання 

експериментальних тварин Інституту біохімії ім. О. В. Палладіна НАН 

України (Протокол № 1 від 06.11.2018). Тварин декапітували та виділяли 

великі півкулі головного мозку, з яких одержували препарат синаптосом. 

 

2.2.  Реактиви, застосовані у дослідженнях 

 

В експериментах були використані реактиви: 

1. EGTA, EDTA, HEPES, Tris, D-глюкоза, ATP, D-аспартат, L-глутамат, 

MCD, олігоміцин, ротенон («Sigma-Aldrich», США). 

2. L-[14C]глутамат, сцинтиляційні рідини ACS і OCS («Amersham 

Bioscience», Великобританія). 

3. SDS («Fluka», США). 

4. C12H22O11, NaCl, KCl, MgCl2, NaH2PO4, СаCl2, NaOH («Завод 

химических реактивов», Україна). 

5. Родамін 6G («Molecular Probes», США). 

Ступінь чистоти реактивів був класифікований як ч.д.а. та о.с.ч. 
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2.3. Виділення препарату нервових терміналей 

 

Щурів декапітували, великі півкулі мозку швидко переносили у 

льодяний розчин 0,32 М сахарози, 5 мМ Hepes-NaOH, pH 7,4, та 0,2 мМ 

ЕДТА. Усі маніпуляції проводили при 4 С. Препарат нервових терміналей, 

синаптосом, виділяли з гомогенату мозку диференційним центрифугуванням 

і центрифугуванням у градієнті фіколла за методом Котмана [236] з 

незначними модифікаціями [237]: розчин сахарози для приготування 

градієнта фіколла містив 5 мМ Hepes-NaOH і 0,2 мМ ЕДТА, pH 7,4. 

Отриману синаптосомальну фракцію розводили 10-ма об’ємами 0,32 М 

сахарози, 5 мМ Hepes-NaOH, pH 7,4, та центрифугували при 20 000 g 

протягом 20 хв. Отриманий осад повільно ресуспендували в 5 мл 

оксигенованого холодного сольового розчину, у складі якого 126 мМ NaCl; 5 

мМ KCl; 1,4 мМ MgCl2, 1,0 мМ NaH2PO4; 20 мМ HEPES (pH 7,4); 10 мМ D-

глюкози. Отриманий препарат використовували в експериментах протягом 2 

− 4 годин після виділення.  У Ca
2+

-вмісному середовищі містилось 2 мM 

CaCl2,  у безкальцієвому − 1 мM EГTA без іонів Ca
2+

. Концентрацію білка 

визначали за методом Ларсона [238]. 

 

2.4. Зниження вмісту холестеролу у синаптосомах  

 

Холестерол видалявся шляхом інкубації синаптосом у розчині 15 мМ 

MCD упродовж 10-ти хвилин відповідно до методики [11], після цього 

оброблені синаптосоми розводили 10-ма об’ємами льодяного оксигенованого 

безкальцієвого стандартного сольового розчину та центрифугували 5 хв при 

2500 g. Супернатант ретельно видаляли, а осад ресуспендували в 

стандартному сольовому розчині до кінцевої концентрації 1 мг протеїну/мл 

та відразу використовували в експериментах. 
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2.5. Визначення розміру синаптосом методом фотонної кореляційної 

спектроскопії 

 

Розмір синаптосом досліджували методом фотонної кореляційної 

спектроскопії на лазерному кореляційному спектрометрі «ZetaSizer–3» 

(Malvern Instrument, Великобританія), обладнаного He-Ne лазером ЛГН-111 

(Р=25 мВт, =633 нм). Лазерний кореляційний спектрометр обладнаний  

багато обчислювальним корелятором типу 7032 CE. Діапазон вимірювання 

приладу становить від 1 нм до 50 мкм. Робота даного спектрометру дозволяє 

аналізувати кореляційні характеристики флуктуації інтенсивності динамічно 

розсіяного світла при проходженні лазерного променю через середовище. 

Вимірювання кореляційної функції флуктуацій інтенсивності розсіяного 

світла та інтегральної інтенсивності розсіювання дозволяє визначити 

коефіцієнт трансляційної дифузії дисперсних часток у рідинах. За рівнянням 

Стокса-Ейнштейна визначали розподілення часток у рідинах за розміром. 

Коефіцієнт трансляційної дифузії D частинок пов’язаний з тривалістю 

кореляції τс співвідношенням: 

 

Dq2 = 1/τс,                                                           (2.1) 

 

Хвильовий вектор флуктуації концентрації q визначається 

співвідношенням: 

                                              ,                                                 (2.2) 

де: n – показник заломлення середовища (рідини); 

0 – довжина хвилі випромінювання; 

 – кут розсіювання. 
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Використовуючи формулу Стокса-Ейнштейна, яка пов’язує розмір 

частинок з їхнім коефіцієнтом трансляційної дифузії і в’язкістю рідини, 

розрахували розмір сферичних частинок: 

 

                                               
D

Tk
Hd B

3
)(


 ,                                                    (2.3) 

де: kB – стала Больцмана; 

T – абсолютна температура, К; 

η – динамічна в’язкість середовища, в якому суспендовані частинки; 

D – коефіцієнт трансляційної дифузії. 

 

Досліджувану суспензію в об’ємі 1 мл вміщували в циліндричну 

оптичну кювету з кварцу діаметром 10 мм, яку вводили в лунку лазерного 

кореляційного спектрометру з підтриманням сталої температури. Реєстрацію 

та статистичну обробку лазерного випромінювання, розсіяного від водної (n 

= 1,33) суспензії наночастинок, проводили багаторазово протягом 120 с при 

температурі 22 С під кутом розсіювання 90. 

Отримані результати вимірювань обробляли за допомогою сервісної 

комп’ютерної програми PCS-Size mode v1.61.  

 

2.6. Визначення накопичення глутамату синаптосомами  

 

Накопичення L-[14C]глутамату синаптосомами визначали за алгоритмом: 

зразки суспензії синаптосом об’ємом 125 мкл з концентрацією білка 250 

мкг/мл преінкубували у сольовому розчині Кребса-Рінгера, який містив: 126 

мМ NaCl, 5 мМ KCl, 1 мМ NaH2PO4, 1,4 мМ MgCl2, HEPES 20 мМ, 10 мМ 

глюкози, протягом 8 хв при 37 ºС для відновлення іонних градієнтів на 

мембрані. Для створення гіпотермічних умов суспензію синаптосом 

охолоджували до 27 ºC або 17 ºC. Крім того, проводили виміри без 
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попереднього нагрівання синаптосом до 37 °C. В таких експериментах 

холодні синаптосоми (4 ºC) відразу нагрівали до 17 ºC, 27 ºC або 37 ºC. В 

випадках помірної і глибокої гіпотермії процесс накопичення ініціювали 

додаванням суміші L-глутамату та L-[14C]глутамату (0,1 мкКі / мл 420 нМ) з 

подальшим інкубуванням протягом 1 хв, після чого швидко осаджували в 

мікроцентрифузі «Eppendorf» (20 с при 10000 g). Накопичення L-

[14C]глутамату синаптосомами визначали вимірюванням радіоактивності в 

аліквотах надосаду (100 мкл) та в аліквотах солюбілізованого в SDS осаду. 

Радіоактивність визначали на сцинтиляційному лічильнику Tracor Analytic 

Delta 300 (США) зі сцинтиляційною сумішшю ACS (aqueous counting 

scintillate–сцинтиляційна рідина для водних зразків) (1,5 мл) [13, 239, 240].  

Дані одержували незалежними експериментами, що повторювалися 

тричі з різними препаратами синаптосом.  

 

2.7. Визначення вивільнення глутамату синаптосомами  

 

Для визначення вивільнення L-[14C]глутамату препарат синаптосом 

розводили у стандартному сольовому розчині до концентрації 2 мг білка/мл 

та після преінкубації протягом 10 хв при 37 ºС навантажували L-

[14C]глутаматом (1 нмол/мг білка, 238 мКі/мМоль) в кальцієвому 

оксигенованому середовищі протягом 10 хв. Після навантаження суспензію 

синаптосом розводили 10 об’ємами льодяного оксигенованого безкальцієвого 

стандартного сольового розчину та центрифугували 5 хв при 4000 g. Осад 

ресуспендували у стандартному сольовому розчині до кінцевої концентрації 

1мг протеїну/мл та одразу використовували в експериментах визначення 

вивільнення глутамату.  

Зразки (125 мкл суспензії синаптосом, 0,5 мг протеїну/мл) інкубували в 

безкальцієвому стандартному сольовому розчині 8 хв при 37 ºС для 

відновлення іонних градієнтів, після чого синаптосоми охолоджували до 27 

ºC або 17 ºC. У експериментах без попереднього нагрівання синаптосом до 37 
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°C холодні синаптосоми відразу нагрівали до 17 ºC, 27 ºC або 37 ºC. Після 

створення гіпотермічних умов синаптосоми інкубували протягом 6 хв (KCl та 

FCCP додавали на початку інкубування) та швидко осаджували в 

мікроцентрифузі «Eppendorf» 20 с при 10000 g. Вивільнення визначали в 

аліквотах надосаду (100 мкл) та розчиненого в SDS осаду (100 мкл) на 

сцинтиляційному лічильнику Tracor Analytic Delta 300 (США) зі 

сцинтиляційною сумішшю ACS (aqueous counting scintillate – сцинтиляційна 

рідина для водних зразків) (1,5 мл). Загальна кількість L-[14C]глутамату в 

синаптосомах становила 200000±15000 cpm/мг протеїну. Рівень вивільнення 

нейромедіатора визначалии як відсоток від загального вмісту міченого 

нейромедіатора.  

Підвищення позаклітинного рівня L-[14C]глутамата в суспензії 

синаптосом, що інкубувалися без будь-яких стимулюючих агентів, визначали 

як базальне вивільнення. Стимульоване вивільнення нейромедіатору 

визначали як різницю між загальним вивільненням після додавання 

стимулюючого агента та базальним вивільненням. Застосування високих 

концентрацій KCl (35 мМоль) призводить до реверсного функціонування 

транспортерів глутамату та вивільнення глутамату з цитозольного пулу. Так 

чином робилося транспортер-опосередковане вивільнення глутамату з 

нервових терміналей. Визначення проводилось у безкальцієвому середовищі 

за рахунок додавання у середовище інкубації EGTA. Вивільнення глутамату 

шляхом екзоцитозу визначали як різницю між траспортер-опосередкованим 

вивільненням у Ca2+-вмісному середовищі при концентрації 2 мМоль та 

траспортер-опосередкованим вивільненням у безкальцієвому середовищі. 

Таким чином визначалось вивільнення з везикулярного пулу.  

 

2.8. Визначення потенціалу плазматичної мембрани синаптосом 

 

Визначення потенціалу плазматичної мембрани синаптосом проводили з 

використанням потенціалчутливого флуоресцентного зонда родаміна 6G, 
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який зв’язується з плазматичною мембраною синаптосом та мембраною 

мітохондрій в залежності від їх мембранних потенціалів. Щоб виключити 

внесок мітохондрій у зміну загального рівня флуоресценції синаптосом, 

частину досліджень проводили у присутності блокатора дихального ланцюга 

мітохондрій ротенону (4 мкМ) та інгібітора мітохондріальної АТР-синтетази 

олігоміцину (4 мг/мл) у середовищі інкубації. Суспензію синаптосом (кінцева 

концентрація білка складала 0,2 мг/мл) преінкубували у безкальцієвому 

середовищі, що містило (в мМ): NaСl – 126, KСl – 5, MgСl2 – 1,4, NaН2PO4 – 

1,0, HEPES – 20, ЕGТА – 2, D-глюкозу – 10 (рН 7,4) 10 хвилин при 37 ºC. 

Після інкубації суспензію вносили у кварцову кювету для визначення 

флуоресценції, яка містила родамін 6G (0,5 мкМ). Інтенсивність 

флуоресценції родаміну 6G визначали за допомогою спектрофлуориметра 

Hіtachі MPF-4 (Японія). Довжина хвилі збудження становила 528 нм, а 

довжина хвилі емісії – 551 нм (спектральна ширина щілин – 5 нм). 

Флуоресценцію реєстрували при постійному перемішуванні суспензії 

синаптосом при 30 °C. 

Потенціал плазматичної мембрани синаптосом оцінювали за 

інтенсивністю флуоресценції родаміну 6G за формулою: 

 

F = Ft/F0 ,                                                (2.4) 

де: F0 – інтенсивність флуоресценції родаміну 6G за відсутності 

синаптосом у кюветі; 

Ft – інтенсивність флуоресценції родаміну 6G за присутності 

синаптосом у кюветі.  

 

2.9. Експерименти з використанням MCD-кон’югованих 

наночастинок  

 

Наночастинки γ-Fe2O3 або MCD-γ-Fe2O3, синтезовані відповідно [241], у 

концентрації 0,75 мг/мл додавали до препарату нервових терміналей, суміш 
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інкубували при 37 ºC упродовж 10 хв. У подальшому після різних часових 

інтервалів в залежності від методу, синаптосоми швидко відокремлювалися 

центрифугуванням в мікроцентрифузі (10000 g, 20 с) та визначали показники 

в аліквотах надосаду (100 мкл). Наночастинки, кон’юговані з MCD, були 

отримані відповідно до [241]. 

 

2.10. Обробка експериментальних результатів з використанням 

методів математичної статистики 

 

Статистичну обробку проводили, обчислюючи середнє арифметичне 

вибірки 〈𝑥〉. Далі обчислювали значення середнього квадратичного 

відхилення (𝑆𝑛) за формулою, вказаною нижче [242]. Для визначення 

достовірності відмінностей між одержаними величинами двох вибірок 

використовували t-критерій Стьюдента [242]. Вірогідними вважали 

відмінності при р < 0,05. Опрацювання і статистичну обробку результатів 

проводили з використанням програмами Microsoft Excel. 

 

                          𝑆𝑛 = √
∑ (〈𝑥〉−𝑥𝑖)

2n
i=1

n(n−1)
   ,                                          (2.1) 

де: 〈𝑥〉 - середнє арифметичне вибірки; 

𝑥𝑖 - значення показника у точці; 

n – об’єм вибірки. 

 

                                ∆𝑥 = 𝑆𝑛 ∙ t   ,                                    (2.2) 

де: 𝑆𝑛 - середнє квадратичне відхилення;  

t - коефіцієнт Стьюдента (для довірчої ймовірності α = 0,95). 
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РОЗДІЛ 3 РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

 

3.1. Експериментальні підходи для аналізу ключових характеристик 

нейропередачі за умов норми та гіпоксії 

 

Нейропротекторний механізм, пов’язаний з впливом гіпотермії на 

позаклітинний рівень та транспорт глутамату, є вкрай актуальним питанням, 

незважаючи на велику кількість експериментальних даних [243–

245]. Нейрозахисний ефект зниженої температури тіла у стані гострого 

інсульту не має однозначної оцінки і продовжує дискутуватись [246]. Однак, 

більшість досліджень свідчать про зниження рівня нейродегенеративних 

процесів при гіпотермії [245, 247, 248]. Проблематичним моментом є 

відсутність чітких стандартних параметрів терапевтичної гіпотермії  [169], а 

оптимальна температура під час хірургічних операцій залишається до кінця 

нез’ясованою [6]. 

Більшість експериментальних методів, які зазвичай застосовуються для 

аналізу ключових характеристик глутаматергічної нейротрансмісії, не 

можуть бути використані в дослідженнях, пов’язаних з гіпотермією, оскільки 

є чутливими до температури. Наприклад, вимірювання мембранного 

потенціалу та синаптичної ацидифікації везикул [249] з використанням 

потенціал та рН-чутливих барвників відповідно залежить не лише від 

температурних змін вищевказаних характеристик, але й від здатності 

барвника проникати у/через плазматичну мембрану за умов гіпотермії. Такі 

експериментальні дані можуть бути недостовірними або потребують 

додаткового контролю. Одним з адекватних методичних підходів, 

дозволяючих безпосередньо вимірювати температурозалежні зміни 

пресинаптичного транспорту нейромедіаторів, є використання радіоактивно-

мічених нейромедіаторів. 

Традиційні методи визначення концентрації глутамату у біологічних 

зразках включають високоефективну рідинну хроматографію, газову 
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хроматографію, масс-спектрометрію та спектрофотометрію. Ці методи є 

чутливими та потужними, але вони потребують дуже дорогого і складного 

обладнання, яке обмежує їх застосування в експериментальних дослідженнях 

[250]. Електрохімічні біосенсори для визначення глутамату швидше, 

зручніше і дешевше традиційних методів [251]. Крім того, біосенсори 

можуть бути мініатюрні для виявлення глутамату в живих тканинах, які не 

можуть бути досягнуті іншими методами [252]. Таким чином, розробка та 

застосування глутамат-чутливих біосенсорів - це нова перспектива 

спрощення процедури аналізу та зниження її ціни, що може призвести до їх 

більш широкого залучення до нейрохімічних досліджень. Біосенсор не 

вимагає попереднього навантаження радіоактивним L-[14C]глутаматом або 

інших додаткових процедур, і, отже, синаптосомні зразки можна аналізувати 

без попередньої обробки. Біосенсор безпосередньо вимірює зміни 

абсолютних значень концентрації ендогенного глутамату у нервових 

терміналях у відповідь на різну стимуляцію. Крім експериментальної 

лабораторної роботи, підхід з використанням глутаматного біосенсора може 

застосовуватися в клініках для нейромоніторингу параметрів, пов'язаних з 

глутаматом, та концентрації позаклітинного глутамату у зразках мозку, 

рідинах та плазмі крові. У медичній практиці під час проведення 

нейромоніторингу також є перевага транспортабельності та переносимості 

біосенсора.  

У наших попередніх дослідженнях було оптимізовано біосенсорний 

метод, оснований на процесі окиснення глутамату до кетоглутарату за 

рахунок ензиму глутаматоксидази, для моніторингу швидкості накопичення 

глутамату, який враховує позаклітинний рівень ендогенного глутамату в 

препаратах нервових терміналей [239]. Цей біосенсор дуже селективний для 

глутамату, оскільки фермент глутаматоксидаза специфічно каталізує 

окислення лише глутамату, а робочий електрод покритий напівпроникною 

мембраною, що запобігає окисненню інших сполук.  
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Нами було оптимізовано та верифіціровано біосенсор для дослідження 

процесів вивільнення глутамату за рахунок екзоцитозу і реверсу глутаматних 

транспортерів в синаптосомах за умов гіпотермії. Експериментальні дані, 

отримані за допомогою вимірювання концентрації L-[14C]глутамату на 

сцинтиляційному лічильнику Tracor Analytic Delta 300, були підтверджені 

глутаматним біосенсором [253]. 

Експерименти шодо аналізу ефектів, викликаних гіпотермією, були 

поділені на дві серії. Перша – пов’язана з непатологічними процесами в 

нормальних нервових терміналях, тобто оцінкою накопичення, тонічного 

вивільнення та рівнем позаклітинного глутамату [254]. Друга серія – 

пов’язана з патологічним гіпоксія/ішемія-індукованим транспортер-

опосредкованим вивільненням глутамату, викликаним деполяризацією 

плазматичної мембрани нервових терміналей.  Цей механізм суттєво сприяє 

розвитку ексайтотоксичності за умов гіпоксії/ішемії. 

Синаптосоми, виділені із півкуль головного мозку щурів, зберігають 

основні характеристики інтактних нервових терміналей: здатність 

підтримувати мембранний потенціал і протонний градієнт синаптичних 

везикул, здійснювати накопичення та транспортер-опосередковане 

вивільнення глутамату, екзоцитоз та ін. Синаптосоми вважаються однією з 

найкращих систем для дослідження пресинаптичних процесів [48]. Умови 

гіпотермії створювали відповідно Liu та Yenari [169]: помірна (28 – 20°C) та 

глибока (20 − 5 °C) гіпотермія. Ці температурні режими були вибрані, 

оскільки даних по ним дуже мало представлено у літературі. А навіть ті дані 

що є у літературі, що до використання м’якої гіпотермії, мають протилежний 

характер [255]. 
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3.1.1. Визначення розміру синаптосом за умов гіпотермії методом 

фотонної кореляційної спектроскопії 

 

З метою перевірки впливу температури на розмір синаптосом було 

проведено визначення середнього діаметру ізольованих нервових терміналей 

методом фотонної кореляційної спектроскопії. Визначення проводили за 

допомогою лазерного кореляційного спектрометру «ZetaSizer–3» (Malvern 

Instrument, Великобританія). Вимірювання проводили з використанням трьох 

препаратів синаптосом у трьох повторюваностях. 

Результати дослідження засвідчили, що препарати синаптосом містять 

частинки, розмір яких коливався від 0,2 до 20 мкм. Середній діаметр 

синаптосом складав 2,30 ± 0,30 мкм у контролі при +37 °C. В умовах 

зниженої температури розміри значуще не відрізнялись і дорівнювали 2,40 ± 

0,10 мкм при +27 °C та 2,30 ± 0,30 мкм  при +17 °C (рис. 3.1.).  

А 
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Б 

  

 

В 

 

Рис. 3.1. Графік розподілу ізольованих нервових терміналей за розміром, 

отриманий методом динамічного розсіювання світла (n = 5): А – 

контроль, +37 °C; Б – +27 °C; В – +17 °C. 
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Тобто, температура не впливала на розмір синаптосом, їх середній 

діаметр за умов зниження температури не змінювався. Можна зробити 

висновок, що зміна температури не призводила до агрегації синаптосом. 

 

3.1.2. Нестимульоване (тонічне) вивільнення глутамату з 

синаптосом за умов гіпотермії  

 

Рівень позаклітинного глутамату  –  важливий показник нормального 

функціонування синапсу і його унікальна індивідуальна характеристика 

[256]. Зрозуміло, що зміни у рівні позаклітинного L-[14C]глутамату в різних 

температурних умовах залежать від динамічного балансу протилежно 

направлених процесів накопичення та вивільнення глутамату.  

Нами оцінювалось тонічне вивільнення глутамату з нервових терміналей 

– однієї з вищезазначених складових, що визначає рівень позаклітинного 

глутамату. Тонічне вивільнення L-[14C]глутамату з препаратів синаптосом 

фіксували за шість хвилин, починаючи від 8-ї хвилини інкубації до 14-тої 

хвилини. У випадку підвищення температури дослідження проводили, 

починаючи з нагрівання синаптосом від +4 °С до +17 °С, +27 °С і +37 °С, а в 

дослідах з охолодженням синаптосом – від +37 °С до +27 °С і +17 °С.  

Аналіз тонічного вивільнення L-[14C]глутамату з синаптосом проводили 

з використанням 6 препаратів синаптосом, кожен експеримент був 

проведений в трьох повторюваностях (рис.3.2.) та засвідчив зменшення цього 

процесу за умови зниження температур. Дані варіювали від 3,90 до 0,08 

відсотків від загального вмісту міченого глутамату і складали: 

3,90 ± 0,30 % від загального вмісту міченого глутамату при +37 °С; 

0,10 ± 0,08 % від загального вмісту міченого глутамату при +27 °C; 

0,74 ± 0,08 % від загального вмісту міченого глутамату при +17 °С (P < 

0.05, t-тесту Стьюдента, n = 6).  
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Рис. 3.2. Рівень тонічного вивільнення L-[14C]глутамату з синаптосом за 

умов гіпотермії. Вивільнення вимірювалося за 6-ть хвилин. *– Р < 

0,05 у порівнянні з контролем (+37 °C), # – у порівнянні з 

синаптосомами при +17 °C. 

 

Таким чином, рівень тонічного вивільнення L-[14C]глутамату значно 

знижувався в умовах гіпотермії, і, неочікувано, це зниження було значнішим 

при помірній (+27 °C), ніж при глибокій (+17 °C) гіпотермії. Оскільки 

позаклітиний рівень є динамічним балансом між глутаматом, який 

накопичується, та глутаматом, який точнічне вивільнюється, то можно 

зробити припущення, що на обидві ці характеристики впливає зміна 

температури. 

 

3.1.3.   Транспортер-опосередковане накопичення глутамату 

нервовими терміналями за умов гіпотермії 

 

Помірна та глибока гіпотермії викликають суттєві зміни початкової 

швидкості накопичення L-[14C]глутамату синаптосомами (рис. 3.3.).   
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Досліджували 6 препаратів синаптосом, кожен експеримент проводився у 

трьох повторюваностях.  

 

 

Рис. 3.3. Накопичення L-[14C]глутамату  синаптосомами, за умов 

гіпотермії, M ± m (n = 6).  *– Р < 0,05 у порівнянні з контролем (+37 

°C) 

 

Початкова швидкість накопичення синаптосомами L-[14C]глутамату 

складала 2,63 ± 0,08 нмоль/(хв×мг) протеїну при +37 °С. Зменшення 

температури до +27 °С спричиняло зниження швидкості накопичення до 2,09 

± 0,2 нмоль/(хв×мг) протеїну, а в умовах +17 °С – подальше зниження до 1,48 

± 0,12 нмоль/(хв×мг) (P < 0,05, t-тесту Стьюдента, n = 6).  

Накопичення L-[14C]глутамату синаптосомами на десятій хвилині 

складало 9,83 ± 0,35 нмоль/мг протеїну (+37 °С), 7,42 ± 0,27 нмоль/мг 

протеїну при +27 °С та 5,75 ± 0,52 нмоль/мг протеїну при +17 °С (P < 0,05, t-

тесту Стьюдента, n = 6).  

Зміни динаміки накопичення синаптосомами L-[14C]глутамату слугують 

доказом, що помірна та глибока гіпотермія суттєво гальмують зазначений 

процес. 
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3.1.4.   Рівень позаклітинного L-[14C]глутамату у препаратах нервових 

терміналей за умов гіпотермії 

 

Як зазначалося раніше, певна концентрація позаклітинного глутамату в 

нервових терміналях підтримується протилежно спрямованими процесами 

накопичення та вивільнення. Рівень позаклітинного L-[14C]глутамату в 

препараті синаптосом вимірювали на 14-тій хвилині після нагрівання або 

охолодження синаптосом (рис. 3.4.).  

 

 

Рис. 3.4. Рівень позаклітинного L-[14C]глутамату у середовищі інкубації 

синаптосом за умов гіпотермії. Вимірювання проводилось на 14-тій 

хвилині.  

 

Для отримання репрезентативних експериментальних даних провели 

понад 30 експериментів (кожен експеримент проводився в трьох 

повторюваностях) з синаптосомними препаратами ізольованими із різних 
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щурів. Така кількісна вибірка є на порядок вище, ніж для звичайних 

вимірювань за іншими параметрами.  

Як свідчать результати (рис. 3.4.), середній рівень позаклітинного L-

[14C]глутамату змінювався у незначній мірі в умовах зниження температури. 

У чотирнадцятихвилинний термін після нагрівання або охолодження 

відповідно холодних або теплих синаптосом рівень позаклітинного L-

[14C]глутамату сягав 276,0 ± 32,0 пмоль/мг протеїну (+37 °С), 225,0 ± 27,0 

пмоль/мг протеїну – при +27 °С та 244,0 ± 29,0 пмоль/мг протеїну – при +17 

°С (n = 30).  

Отримані результати дозволяють зробити висновок, що в порівнянні з 

суттєвим інгібуванням накопичення та тонічного вивільнення L-

[14C]глутамату, рівень позаклітинного L-[14C]глутамату змінювався незначно 

за умов помірної/глибокої гіпотермії. Єдине можливе пояснення цього факту 

полягає в тому, що тонічне вивільнення зменшувалося з тією ж ефективністю 

як і накопичення L-[14C]глутамату в синаптосомах.  

В частині дослідів рівень позаклітинного  L-[14C]глутамату знижувався 

за умов гіпотермії (рис. 3.5., А), в частині – збільшувався (рис. 3.5., 

Б). Статистичний аналіз експериментальних даних обох груп підтвердив 

відсутність значимої різниці між контрольними синаптосомами та 

синаптосомами за умовах гіпотермії. Цей факт можна пояснити унікальністю 

балансу вивільнення/накопичення в кожному синапсі, що визначається 

індивідуальними синаптичними характеристиками, такими як кількість і 

розподіл глутаматних транспортерів, ліпідний склад плазматичної мембрани 

та енергетичний статус нервових терміналей. Як наслідок, у одних тварин 

зниження накопичення переважає над зниженням тонічного вивільнення L-

14C]глутамату у нервових терміналях, а у інших – навпаки.  

 

 

 

 

 



73 
 

А 

 

Б 

 

Рис. 3.5. Рівень позаклітинного L-[14C]глутамату у  середовищі інкубації 

синаптосом за умов гіпотермії з тенденцією до зниження (А) і до 
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зростання (Б). Вимірювання проводилось на 14-тій хвилині. *– Р < 

0,05 у порівнянні з контролем (+37 °C). 

Для оцінки індукованих гіпотермією змін позаклітинного рівня L-

[14C]глутамату в препараті нервових терміналей була проведена серія 

дослідів з блокадою глутаматних транспортерів конкурентним 

нетранспортабельним інгібітором DL-TBOA у концентрації 200 мМоль. 

Зазвичай DL-TBOA використовується для оцінки внеску глутаматних 

транспортерів у рівень позаклітинного глутамату, оскільки ця сполука є 

потужним  блокатором транспортерів, який не впливає на метаботропні 

глутаматні рецептори та має слабкий вплив на іонотропні рецептори [257, 

258]. Рівень позаклітинного L-[14C]глутамату в препараті синаптосом значно 

підвищувався за умов гальмування накопичення глутамату. Не було виявлено 

суттєвої різниці позаклітинного рівня L-[14C]глутамату в препаратах 

синаптосом у присутності блокатора глутаматних транспортерів в умовах 

помірної та глибокої гіпотермії. 

Отже, зміна температури знижує швидкість накопичення позаклітинного 

глутамату, але не впливає на рівень позаклітинного глутамату, з чого можна 

зробити висновок, що підтримка певного позаклітинного рівня глутамату 

відбувається за рахунок внеску іншої компоненти, результати дослідження 

якої представлено нижче. 

 

Результати проведених досліджень, описані у підрозділі 3.1, було 

опубліковано у статтях 

 Pastukhov A., Krisanova N., Maksymenko V., Borisova T. Personalized 

approach in brain protection by hypothermia: individual changes in non- 

pathological and ischemia-related glutamate transport in brain nerve terminals   // 

EPMA J. – 2016. – Vol. 7. – P.1–26. DOI: 10.1186/s13167-016-0075-1; 

Borisova T.,Kucherenko D., Soldatkin O., Kucherenko I., Pastukhov A., Nazarova 

A., Galkin M, Borysov A. Krisanova N., Soldatkin A., El’skaya A. An amperometric 
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glutamate biosensor for monitoring glutamate release from brain nerve terminals 

and in blood plasma // Analytica Chimica Acta. – 2018. – Vol. 1022. – P. 113–

123. DOI: 10.1016/j.aca.2018.03.015  

 

3.2. Вивільнення глутамату з нервових терміналей за умов 

нейропатологій 

 

3.2.1. Транспортер-опосередковане вивільнення глутамату з 

нервових терміналей за умов гіпотермії 

 

В умовах гіпоксії, ішемії, інсульту, при травмах мозку, гіпоглікемії 

тощо, збільшення позаклітинного рівня глутамату викликає 

нейротоксичність і загибель нейронів. Головним механізмом, який приводить 

до збільшення концентрації позаклітинного глутамату в зазначених 

патологічних умовах, слугує транспортер-опосередковане вивільнення 

[152]. Деполяризація плазматичної мембрани нервових терміналей високою 

концентрацією КСl у Ca2+-вільному середовищі зумовлює реверсну роботу 

транспортерів глутамату таким чином призводячи до транспортер-

опосередкованого вивільнення глутамату з цитозолю. Зниження транспотер-

опосередкованого вивільнення є однією з основних стратегій нейропротекції. 

В цьому сенсі, терапевтична гіпотермія – сильний неспецифічний 

нейропротектант, який може модулювати активність глутаматних 

транспортерів та значно знижувати патологічне транспортер-опосередковане 

вивільнення глутамату з нервових терміналей. Глибока гіпотермія 

використовується у кардіохірургії при операціях на зупиненому серці для 

збільшення безпечного часу операції та для нейропротекції мозку за умов 

штучного кровообігу; терапевтична м’яка та помірна гіпотермії можуть 

використовуватися в умовах локальної та глобальної ішемії [169]. 

Нами було показано, що 35мМ КСl-стимульоване вивільнення L-

[14C]глутамату у безкальцієвому середовищі знижується за умов помірної та 
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глибокої гіпотермії. Аналізувались чотири препарати синаптосом, кожен 

експеримент проводився у трьох повторюваностях. Вивільнення L-

[14C]глутамату, виміряне за 6-ть хвилин (рис. 3.6.), складало 12,0 ± 1,0 % від 

загального вмісту міченого глутамату при +37 °С, 10,0 ± 0,5 % від загального 

вмісту міченого глутамату при +27 °С та 6,0 ± 0,5 % від загального вмісту 

міченого глутамату при +17 °С (P < 0,05, t-тесту Стьюдента, n = 4).  

 

Рис. 3.6. Транспортер-опосередковане вивільнення L-[14C]глутамату з 

нервових терміналей, стимульованих 35 мМ KCl, за умов 

гіпотермії. Вивільнення вимірювалося за 6-ть хвилин. * – P < 0,05 у 

порівнянні з контролем (+37 °C). 

Гіпотермія-опосередковане зниження спостерігалась і в процесі 

вивільнення глутамату з нервових терміналей шляхом екзоцитозу (рис. 3.7.). 

Показники цього вивільнення, виміряного за 6-ть хвилин, складали у 

контролі 7,0 ± 1,0 % від загального вмісту міченого глутамату (+37 °С), при 

+27 °С – 6,0 ± 0,6 % від загального вмісту міченого глутамату, при +17 °С – 

4,0 ± 0,4% від загального вмісту міченого глутамату (P < 0,05, t-тест 

Стьюдента, n = 4). При побудові графіків використано дані, одержані при 
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аналізі чотирьох препаратів синаптосом, кожен експеримент проведений у 

трьох повторюваностях (рис. 3.7.). 

 

Рис. 3.7. Са2+-залежне вивільнення L-[14C]глутамату з нервових 

терміналей шляхом екзоцитозу, стимульованого 35 мМ KCl за умов 

гіпотермії. Вимірювання проводилось за 6-ть хвилин. *– P < 0,05 у 

порівнянні з контролем (+37 °C). 

Таким чином, вивільнення L-[14C]глутамату як з везикулярного пулу 

шляхом екзоцитозу, так і з цитозольного пулу синаптосом поступово 

зменшується за умов помірної та глибокої гіпотермії. Аналогічні дані були 

отримані з використанням амперометричного біосенсору. 

 

3.2.2. Протонофор-стимульоване вивільнення глутамату з неровових 

терміналей за умов гіпотермії 

 

Використання протонофору FCCP в експериментах пов’язане з його 

здатністю розсіювати протонний градієнт синаптичних везикул і 

пригнічувати накопичення глутамату [237]. Такі умови сприяють збільшенню 

траспортер-опосередкованого вивільнення L-[14C]глутамату із синаптосом. 
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FCCP-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату із синаптосом суттєво 

пригнічується інгібітором транспортерів DL-TBOA, тому це вивільнення 

опосередковане транспортерами глутамату.  

У серії експериментів (4 препарати синаптосом, кожен експеримент 

проводився у трьох повторюваностях) нами проаналізовано вплив помірної 

та глибокої гіпотермії на вивільнення L-[14C]глутамату з синаптосом при 

застосуванні FCCP. FCCP-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату за 6-ть 

хвилин (рис. 3.8.) складало 15,50 ± 1,0 % від загального вмісту міченого 

глутамату (+37 °С), 9,50 ± 1,0 % від загального вмісту міченого глутамату 

при +27 °С  та 6,30 ± 0,50 % від загального вмісту міченого глутамату при 

+17 °С (P < 0,05, t-тест Стьюдента, n = 4).  

 

Рис.3.8. 1μM FCCP-стимульоване транспортер-опосередковане 

вивільнення L-[14C]глутамату з нервових терміналей за умов 

гіпотермії. Вивільнення вимірювалося за 6-ть хвилин. *– P < 0,05 у 

порівнянні з контролем (+37 °C). 

  

За теоретичними розрахунками, якщо на рівень транспортер-

опосередкованого накопичення L-[14C]глутамату впливають помірна та 
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глибока гіпотермії і він більший, ніж сума непатологічного транспортер-

опосередкованого та тонічного вивільнення, не пов’язаного з 

транспортерами L-[14C]глутамату, то рівень позаклітинного L-[14C]глутамату  

повинен збільшуватися у препараті нервових терміналей і, навпаки, якщо 

вивільнення є більш чутливим, цей рівень повинен знижуватися.  

У серії експериментів було показано, що здатність підтримувати 

рівновагу глутаматвсередині/глутаматззовні в умовах гіпотермії, а отже і 

позаклітинний рівень L-[14C]глутамату, була індивідуальною 

характеристикою для кожної тварини. У 50 % експериментів рівень 

позаклітинного L-[14C]глутамату знижувався в умовах гіпотермії, а у 50 % – 

збільшувався. Статистична обробка засвідчила відсутність різниці  

гіпотермієзалежного зниження у рівні позаклітинного L-[14C]глутамату у 

препараті нервових терміналей. 

Відсутність достовірної різниці позаклітинного рівня L-[14C]глутамату в 

препараті нервових  терміналей, незважаючи на зниження накопичення L-

[14C]глутамату в умовах гіпотермії, – важливий факт. За даними 

експериментів зрозуміло, що компоненти вивільнення (тонічний та 

непатологічний реверс транспортерів) зумовлюють істотний внесок у 

створення та підтримку певної концентрації позаклітинного глутамату. Данні 

щодо змін позаклітинного рівня L-[14C]глутамату, викликаного гіпотермією, 

доводять правильність наших припущень щодо індивідуальності та 

унікальності позаклітинного рівня нейротрансмітеру для кожного синапса 

[256]. 

Отже, дію терапевтичної гіпотермії на позаклітинний рівень глутамату в 

нервових терміналях за нормальних умов, а не в стані гіпоксії/ішемії, 

передбачити апріорі неможливо. З огляду на вищезазначене, зрозуміло, що 

зміни позаклітинного рівня глутамату за умов гіпотермії є унікальними для 

кожного пацієнта, тому слід застосовувати індивідуальний підхід для 

кожного випадка, тобто проводити нейромоніторінг і на основі його 

призначати лікування. 
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Отримані нами дані узгоджуються з результатами Boris-Möller F., 

Wieloch T. [259], виявившими зниження рівня глутамату тільки в стріатумі, 

тоді як у кортикальній зоні, де він хоч і був меншим від базового, проте не 

знижувався в умовах гіпотермії. Втім, експериментальні дані не 

узгоджуються з вимірами мікродіалізу,  де концентрація глутамату у діалізаті 

тканин головного мозку не уражених інфарктом в умовах легкої гіпотермії 

зменшувалась від 3,6 до 2,6 моль/л [244]. В наших експериментах була 

виявлена лише тенденція до зниження позаклітинного рівня L-[14C]глутамату 

у препаратах нервових терміналей. 

У частині досліджень вивчалось транспортер-опосередковане 

вивільнення L-[14C]глутамату, індуковане деполяризацією мембрани та 

FCCP. Розвиток нейротоксичності при інсульті, церебральній гіпоксії та 

ішемії, кардіохірургії з зупинкою циркуляції крові та травм головного мозку, 

зумовлени надлишковим позаклітинним глутаматом. Це виникає головним 

чином як результат реверсного функціонування глутаматних транспортерів 

[152].  У проведених дослідах було продемонстровано поступове зниження 

від помірної до глибокої гіпотермії траспортер-опосередкованого 

вивільнення L-[14C]глутамату стимульованого деполяризацією плазматичної 

мембрани 35 мМ KCl та дисипацією протонного градієнта синаптичних 

везикул протонофором FCCP. 

Цей факт свідчить про поступовий нейропротекторний ефект, який 

збільшується від помірної до глибокої гіпотермії в ураженій зоні після 

гіпоксії/ішемії. Результати експериментальних даних співпадають з 

результатами Nakashima K., Todd M. [260], які, аналізуючи концентрацію 

глутамату у діалізаті, показали, що індуковане ішемією збільшення 

концентрації глутамату інгібується низькою температурою і змінюється від 

58,4 ± 31,8 мкмоль/л при 38 °С до 15,9 ± 8,4 мкмоль/л при +25 °С. Також 

наші результати підтверджуються іншими дослідженнями [244], де автори 

продемонстрували, що у діалізаті концентрація глутамату в тканинах, де 
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відбувся інфаркт, суттєво змінюється за умов гіпотермії (рівень 

позаклітинного глутамату 4,8 моль/л порівняно з 12,6 моль/л).  

Ми частково погоджуємося з припущенням, що гіпотермія надає 

нейрозахисну дію за рахунок зниження позаклітинного рівня глутамату в 

області ураження. Нейропротекторний ефект гіпотермії можемо 

спостерігати, коли нервові клітини все ще в змозі вивільняти глутамат за 

рахунок реверсу транспортерів. У значно пошкоджених нервових клітинах 

вищезгаданий механізм не працює через зниження градієнта глутамата через 

плазматичну мембрану, а саме глутаматвсередині/глутаматззовні. У цьому 

контексті важливим є вибір оптимального індивідуального температурного 

режиму хворого залежно від розміру незворотньо пошкодженої зони мозку. 

Беручи до уваги вищезазначені факти, нами робиться припущення, що 

стратегія успішної терапевтичної гіпотермії, з одного боку, полягає у 

зменшенні її можливого шкідливого впливу на нервові клітини, вражені 

гіпоксією/ішемією, шляхом стабілізації концентрації позаклітинного 

глутамату через компоненти, що приводять до рівноваги процеси 

вивільненння/накопичення, а з іншого – у  посиленні її прямого 

нейропротекторного ефекту за рахунок значного зниження реверсу 

глутаматних транспортерів. Ці стратегії можуть бути реалізовані шляхом 

комбінованого поєднання неспецифічних ефектів гіпотермії з іншими 

неспецифічними та специфічними нейропротекторами. 

 

Результати проведених досліджень, описані в підрозділі 3.2., було 

опубліковано у статтях: 

 Pastukhov A., Krisanova N., Maksymenko V., Borisova T. Personalized 

approach in brain protection by hypothermia: individual changes in non- 

pathological and ischemia-related glutamate transport in brain nerve terminals   // 

EPMA J. – 2016. – Vol. 7. – P.1–26. DOI: 10.1186/s13167-016-0075-1; 

Пастухов А.О., Крисанова Н.В., Борисова Т.О. Дослідження транспорту 

глутамату в нервових закінченнях великих півкуль головного мозку щурів за 
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умов помірної та глибокої гіпотермії // Біологія тварин. – 2017. –  Т. 19. –  №  

4. – С. 50–58. DOI:10.15407/animbiol19.04.050 

 

3.3. Гомо- та гетерообмін глутамату  

 

За умов гіпотермії аналізували гомо- та гетерообмін глутамату. Сутність 

механізмів, які визначають гомо- та гетерообмін глутамату, дотепер 

залишається неясною, незважаючи на принципове значення цих процесів для 

підтримки позаклітинного рівня глутамату і значну кількість теоретичних і 

експериментальних даних щодо функціонування транспортерів глутамату. 

Теоретичні розрахунки вказують,  що гомо- та гетерообмін мають спільну 

швидкість-лімітуючу стадію з транспортер-опосередкованим вивільненням 

глутамату [261, 262]. Реверсна робота глутаматних транспортерів визнана 

основним механізмом, який спричиняє ексайтотоксичність в умовах 

зниження концентрації енергетичних субстратів. Питання стосовно 

транспортер-опосередкованого вивільнення глутамату у нормальних 

фізіологічних умовах залишається відкритим.  

На сьогодні відсутні вичерпні експериментальні докази фізіологічної 

значущості реверсу глутаматних транспортерів [263]. Глутамат може бути 

вивільнений через транспортери в умовах фізіологічної деполяризації 

плазматичної мембрани, тим самим приймаючи участь у регуляції 

нейропередачі [263]. Деполяризація мембрани призводить до тимчасового 

значного збільшення позаклітинної концентрації глутамату, вивільненого 

екзоцитозом, і транспортери таким чином можуть працювати за механізмом 

гомообміну. На думку авторів [262], кінетика Міхаеліса-Ментена 

(загальноприйнятий показник при дослідженні транспортерів) не включає у 

себе реверс транспортерів і повністю ігнорує можливість рівноваги між 

концентраціями субстрату з обох сторін мембрани. Зазначений факт привів 

до розробки комплексної двосубстратної кінетичної моделі, яка включала 

реверс транспортерів. Один субстрат може призвести до вивільнення іншого, 
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локалізованого всередині клітини [262], і, коли обидва субстрати знаходяться 

у рівновазі, додавання будь-якого з них призводить до зміни рівноваги і 

вивільнення іншого субстрату.  

Нами доведена важливість та ефективність постійного позаклітинного / 

внутрішньоклітинного обміну глутамату в нервових терміналях: 

внутрішньоклітинний синаптосомальний L-[14C]глутамат заміщувався 100 

мкМ глутаматом, доданим до середовища інкубації синаптосом (аналізували 

гомообмін), та 100 мкМ D-аспартатом або DL-ТНА (аналізували гетеробмін) 

в нормальних умовах та в умовах гіпотермії [264]. Швидкий транспортер-

опосередкований обмін позаклітинного/внутрішньоклітинного глутамату в 

нервових закінченнях був зафіксований у даному дослідженні.  

Для аналізу температурної чутливості гомо- та гетеро-обміну глутамата 

у нервових терміналях застосовували гіпотермію. Нами була проаналізована 

динаміка викликаних гіпотермією змін гомообміну (глутамат-індуковане 

вивільнення L-[14C]глутамату) та гетерообміну (D-аспартат- та DL-трео-β-

гідроксі-аспартат (DL-THA)-індуковане вивільнення L-[14C]глутамату) у 

нервових терміналях і тонічне вивільнення L-[14C]глутамату у присутності  

DL-трео-β-бензилоксіаспартату (DL-TBOA).    

 

3.3.1. Глутамат-індуковане вивільнення L-[14C]глутамату з нервових 

терміналей за умов гіпотермії 

 

Конкуруючий нетранспортабельний інгібітор глутаматних 

транспортерів DL-TBOA у концентрації 200 мкМ пригнічував початкову 

швидкість накопичення L-[14C]глутамату приблизно на 80,0 ± 2,7 %.  

Глутамат  у концентрації 100 мкМ, доданий до середовища інкубації 

синаптосом, стимулював вивільнення навантаженого L-[14C]глутамату за 

рахунок гомообміну. Зазначений параметр розраховувався як різниця між 

значеннями позаклітинного  рівня L-[14C]глутамату перед додаванням 100 
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мкМ глутамату та після інкубації з ним на 6-тій хвилині, починаючи з 

восьмої до чотирнадцятої хвилини.  

DL-TBOA протягом однієї хвилини інкубації знижував глутамат-

індуковане вивільнення L-[14C]глутамату з нервових терміналей, таким 

чином віддзеркалюючи внесок глутаматних транспортерів у процеси 

гомообміну (рис. 3.9.).  

 

 

Рис. 3.9. 100 мкМ глутамат-індуковане вивільнення L-[14C]глутамату з 

нервових терміналей. Вивільнення вимірювалося за 6-ть хвилин. .*– 

P < 0,05 у порівнянні з контролем (+37 °C). 

100 мкМ глутамат-індуковане вивільнення L-[14C]глутамату (рис. 3.10.) 

значно знижувалось за умов гіпотермії та складало 31,7 ± 2,3 % від 

загального вмісту міченого глутамату при +37 °С, 22,9 ± 1,8 % від загального 

вмісту міченого глутамату при +27 °С та 12,9 ± 2,1 % від загального вмісту 

міченого глутамату при +17 °С (P < 0,05, t-тесту Стьюдента, n = 4). 
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Рис. 3.10. Глутамат-індуковане вивільнення L-[14C]глутамату за умов 

гіпотермії. Вивільнення вимірювалося за 6-ть хвилин. *– P < 0,05 у 

порівнянні з контролем (+37 °C). 

 

Таким чином, DL-TBOA частково блокує процес гомообміну глутамату 

за рахунок інгібування функціонування глутаматних транспортерів. Також 

відбувається зниження глутамат-індукованого вивільнення L-[14C]глутамату 

при помірній та глибокій гіпотермії. 

 

3.3.2. Аспартат-індуковане вивільнення L-[14C]глутамату з нервових 

терміналей за умов гіпотермії 

 

Для стимуляції гетерообміну був використаний D-аспартат - аналог 

глутамату, що не метаболізується. Додавання D-аспартату у концентрації 100 

мкМ до L-[14C]глутамат-навантажених синаптосом призводить до значного 

вивільнення L-[14C]глутамату, величина якого складала 25,9 ± 2,2 % від 

загального вмісту міченого глутамату при +37 ºC за 6-ть хвилин, починаючи 

з восьмої до чотирнадцятої хвилини (рис. 3.11.). Гетерообмін L-

*

*

0

5

10

15

20

25

30

35

40

В
и

в
іл

ь
н

ен
н

я
 L

-[
1

4
C

]г
л

у
т

а
м

а
т
у,

 %
 в

ід
 

за
г
а
л

ь
н

о
го

+37              +27               +17



86 
 

[14C]глутамату значно знижувався від помірної до глибокої гіпотермії і 

складав 20,4 ± 2,0 % від загального вмісту міченого глутамату при +27 ºC та 

11,2 ± 1,2 % від загального вмісту міченого глутамату при +17 ºC. 

Експериментальні дані отримували, аналізуючи чотири препарати 

синаптосом. Кожен експеримент проводився у трьох повторюваностях. 

 

Рис. 3.11. Аспартат-індуковане вивільнення L-[14C]глутамату за умов 

гіпотермії. Вивільнення вимірювалося за 6-ть хвилин. *– P < 0,05 у 

порівнянні з контролем (+37 °C). 

 

Таким чином, аспартат-індуковане вивільнення L-[14C]глутамату значно 

зменшується при помірній та глибокій гіпотермії. 

 

3.3.3. DL-THA-індуковане вивільнення L-[14C]глутамату з нервових 

терміналей за умов гіпотермії 

 

Також для стимуляції гетерообміну був використаний DL-THA - аналог 

глутамату, який не накопичується у синаптичних везикулах. Вивільнення L-

[14C]глутамат за рахунок гетерообміну з конкуруючим транспортабельним 
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інгібітором глутаматних транспортерів DL-THA (100 мкМ) знижувалося від 

21,5 ± 0,9 % від загального вмісту міченого глутамату при +37 ºC до 16,1 ± 

0,5 % від загального вмісту міченого глутамату при +27 ºC та 6,1 ± 0,5 % від 

загального вмісту міченого глутамату при +17 ºC (рис. 3.12.). Аналізували 

чотири препарати синаптосом, кожен експеримент проводився у трьох 

повторюваностях. Динаміка зниження DL-THA-індукованого гетерообміну 

за умов гіпотермії співпадає з динамікою глутамат- та аспартат-

стимульованого вивільнення L-[14C]глутамату.  

 

Рис. 3.12. DL-THA-індуковане вивільнення L-[14C] за умов гіпотермії. 

Вивільнення вимірювалося за 6-ть хвилин.  *– P < 0,05 у порівнянні 

з контролем (+37 °C). 

 

З огляду на наведені результати досліджень та літературні дані, можемо 

стверджувати, що процеси гомо- та гетерообміну глутамату чутливі до 

гіпотермії. Цей факт не очевидний a priori,  бо компоненти, які беруть участь 

в гомо- та гетерообміні, є протилежно спрямованими процесами транспорту, 

котрі зменшуються при гіпотермії. Зокрема, в умовах зниженої температури  

поступово послаблюється як транспортер-опосередковане накопичення 
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глутамату (транспорт глутамату усередину), так і транспортер-

опосередковане і тонічне вивільнення глутамату (транспорт глутамату 

назовні) [249]. У нервових терміналях вивільнений нейромедіатор негайно 

видаляється з позаклітинного простору за рахунок роботи глутаматних 

транспортерів. У цьому контексті, повне інгібування накопичення L-

[14C]глутамату такими речовинами як D-аспартат, DL-ТНА та глутамат 

демонструє безпосередню роль траспортер-опосередкованого і тонічного 

вивільнення L-[14C]глутамату.  

Ми прогнозували у серії експериментів вивчення процесу гомообміну за 

рахунок додавання 100 мМ глутамату, що величина тонічного вивільнення L-

[14C]глутамату мала бути дуже низькою через малий градієнт концентрації 

між [глутаматом]внутрішньоклітинним та [глутаматом]позаклітинним. Позаклітинний 

глутамат ініціював процес гомообміну і, водночас, активував пресинаптичні 

глутаматні рецептори [264], викликаючи додаткове вивільнення L-

[14C]глутамату. Таким чином вивільнення L-[14C]глутамату за рахунок  

гомообміну було вищим порівняно з вивільненням за рахунок гетерообміну.  

Важливо відзначити, що динаміка змін гомо- та гетерообміну глутамату, 

викликаних гіпотермією, нагадує динаміку змін індукованого 

деполяризацією транспортер-опосередкованого вивільнення глутамату з 

нервових терміналей. За аналогією з гомо- та гетерообміном, рівень 

останнього поступово зменшувався зі зниженням температури. Цей факт 

можна розглядати як експериментальне підтвердження припущення, що 

головним механізм, приймаючим участь в гомо- та гетерообміні глутамату, є 

реверс транспортерів.  

Таким чином, гіпотермію можливо розглядати в якості 

методологічного підходу для розпізнання різних складових гомо- та 

гетерообміну глутамату. Реверс глутаматних транспортерів  відбувається у 

нормальних фізіологічних умовах як частина механізму гомо- та 

гетерообміну, і тому не вважається патологічним. Окрім цього, була 

підтверджена центральна роль глутаматних транспортерів у постійному 
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обміні глутамату через плазматичну мембрану нервових терміналей. 

Введення DL-TBOA пригнічує функціонування глутаматних транспортерів і 

гомообмін глутамату. Важливо відзначити, що як у нормі, так і за умов 

гіпотермії, рівень позаклітинного L-[14C]глутамату в нервових терміналях 

залежить від концентрації екзогенно-доданого глутамату або D-аспартату, 

або DL-THA. 

Гіпотермія може бути випадковою, внаслідок впливу температури 

навколишнього середовища, або цілеспрямованою, як результат застосування  

спеціальних терапевтичних підходів для модуляції температури. 

Терапевтична гіпотермія може запобігти розвитку нейрологічних наслідків і 

значно поліпшити довгострокові нейрологічні показники після раптової 

зупинки серця [265], при хірургічних операціях на дузі аорти, полегшуючи 

хід операції за рахунок зниження мозкового кровообігу, в терапії ішемічного 

інсульту та черепномозкових травм [266]. Гострою залишається потреба в 

дослідженні сумісного ефекту медичних препаратів та нейропротекторів в 

умовах гіпотермії у новонароджених з метою фармакотерапії неонатальних 

судом [15]. Таким чином, виявлення механізмів нейропротекторних ефектів 

гіпотермії і патологічних процесів, чутливих до останньої, а також 

обґрунтування оптимального температурного режиму є основним завданням 

щодо подальшого практичного впровадження цього перспективного підходу.  

Отримані нами дані щодо гіпотермія-індукованих змін у гомо- та 

гетерообміні глутамату важливі для терапевтичного прогнозу, оскільки 

відображають як «здорові» нервові терміналі реагують на надлишок 

позаклітинного глутамату при зниженні температури. In vivo, надлишок 

глутамату може з’являтися за рахунок екзоцитозу синаптичних везикул та 

патологічного, викликаного гіпоксією траспортер-опосередкованого 

вивільнення глутамату з сусідніх нервових терміналей. 

Підсумовуючи вищезазначене, можна стверджувати, що реакція 

нервових терміналей на надлишок позаклітинного глутамату (гомообмін) та 

аспартату (гетерообмін) поступово зменшується від помірної до глибокої 
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гіпотермії, тим самим запобігаючи подальшому зростанню позаклітинного 

рівня глутамату, і, таким чином, гіпотермія демонструє нейропротекторну 

дію. Подібність у поступовому характері динаміки, викликаних гіпотермією 

змін в гомо- та гетерообміні глутамату, до транспортер-опосередкованого 

вивільнення глутамату з нервових терміналей, підтвердила значний вклад 

реверсу транспортерів у гомо- та гетерообмін глутамату. Транспортер-

опосередковане вивільнення глутамату може бути не патологічним і 

відбуватися за фізіологічних умов як частина механізму гомо- і гетерообміну.  

 

Результати проведених досліджень, описані в підрозділі 3.3., було 

опубліковано у статтях:  

 Pastukhov A., Borisova T. Combined Application of Glutamate Transporter 

Inhibitors and Hypothermia Discriminates Principal Constituent Processes 

Involved in Glutamate Homo- and Heteroexchange in Brain Nerve Terminals // 

Therapeutic hypothermia and temperature management. – 2018. – Vol. 8. –  P. 

143–149. DOI: 10.1089/ther.2017.0047;  

Borisova T., Borysov A., Pastukhov A., Krisanova N. Dynamic Gradient of 

Glutamate Across the Membrane: Glutamate/Aspartate-Induced Changes in the 

Ambient Level of L-[14C]glutamate and D-[3H]aspartate in Rat Brain Nerve 

Terminals // Cell Mol. Neurobiol. – 2016. – Vol. 36. – P. 1229–1240. DOI: 

10.1007/s10571-015-0321-4 4  

 

3.4. Комбіноване застосування гіпотермії та протисудомного 

препарату леветирацетаму 

 

3.4.1. Позаклітинний рівень L-[14C]глутамату у препараті нервових 

терміналей у присутності леветирацетаму 

 

Перинатальна гіпоксія виступає найпоширенішим чинником смерті 

новонароджених та довгострокової інвалідності. Вона трапляється у 20 із 
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1000 новонароджених [267]. Гіпоксія призводить до пошкодження 

нейрональних клітин і порушення формування мієлінової оболонки [178, 

268]. Постраждалі на перинатальну гіпоксію діти потерпають від вторинних 

нейрологічних розладів таких як: мозковий параліч (15%), затримка  

розвитку (11%), судомний синдром (8%), втрата слуху (3%), візуальні 

порушення (3%) [267]. На модельних тваринах було показано, що 

терапевтична гіпотермія у перші шість годин постнатального періоду  

покращує довгострокове виживання та зменшує наслідки гострого 

пошкодження мозку. Втім, навіть після застосування терапії, від 40 до 50 % 

новонароджених страждають від нейрологічних наслідків [269, 270].  

Симптоми, пов’язані з перинатальною гіпоксією, наприклад м’язова 

гіпотонія, кардіореспіраторна недостатність, судоми, можуть з’явитися у 

перші часи, тому застосування ліків є вкрай важливим [271]. До 60 відсотків 

пацієнтів, які страждають на гіпоксично-ішемічну енцефалопатію і у процесі 

лікування яких застосовують гіпотермію, потребують протисудомних ліків 

через клінічні або електрографічні судоми [272]. За даними літератури, 

звичайні протисудомні препарати, такі як фенобарбітал або фенітоїн,  

неефективні для 50 % пацієнтів і можуть спричинити порушення розвитку 

дитини [273, 274]. 

Леветирацетам, 2S-(2-оксо-1-піролідініл) бутанамід, має широкий спектр 

протисудомної активності, декілька ймовірних мішеней у нервових 

терміналях та надзвичайно високу безпечність, ефективний при лікуванні 

пацієнтів з локальними та загальними  нападами судом [275–277]. На відміну 

від більшості антиепілептичних препаратів, клінічні ефекти леветирацетаму 

не відносяться до жодного з загальних механізмів дії протисудомних 

препаратів [278–280]. Вважається, що леветирацетам зв’язується з 

мембранним протеїном – протеїном синаптичних везикул  2A (SV2A) [281]. 

Функціонування P/Q-типу потенціалкерованих кальцієвих каналів у 

пресинапсі модулюється цим препаратом [282]. Леветирацетам може 

впливати на активність нейронів через модуляцію сигналювання GABAA-
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рецепторів, оскільки знімає Zn-індуковану блокаду пресинаптичного 

інгібування, опосередкованого GABAA-рецепторами [278, 283]. Раніше 

отримані дані у нашому відділі нейрохімії Інституту біохімії імені О.В. 

Палладіна свідчать, що леветирацетам знижує вивільнення L-[14C]глутамату 

шляхом екзоцитозу з нервових терміналей  [284]. Перфузія леветирацетамом 

суттєво пригнічує KCl-стимульоване вивільнення глутамату у 

неепілептичних щурів та щурів з епілептогенезом, індукованим введенням 

FeCl3 у мигдалеподібне тіло [285]. Леветирацетам значно підвищував 

вироблення NO у концентраційно-залежній манері в ядрах мозочка у щурів 

[286].  

 Нейропротекторні властивості леветирацетаму описані у літературі, 

присвяченій дослідженню інсульту, субарахноїдального крововиливу, 

епілептичних станів та гіпоксично-ішемічних пошкоджень [287–289].  

Специфічне введення препарату під час терапевтичної гіпотермії є 

перспективним комплексним підходом для посилення захисних ефектів 

гіпотермії, зменшення побічних ефектів та подовження максимального часу 

її застосування.  

Були проаналізовані ефекти леветирацетаму, помірної та глибокої 

гіпотермії та комбінованого застосування леветирацетаму та гіпотермії на  

позаклітинний рівень L-[14C]глутамату та вивільнення L-[14С]глутамату з 

пресинаптичних нервових терміналей, стимульованого активацією 

пресинаптичних іонотропних глутаматних рецепторів (вивільнення L-

[14C]глутамату, індукованого NMDA/AMPA/каїнатом). У експериментах 

використовували леветирацетам у концентрації 100 мкМ. Звичайний 

протисудомний діапазон концентрації леветирацетаму в плазмі коливається 

від 35 до 100 мкМ, до пікових значень  250 мкМ  [283, 290]. 

Позаклітинний рівень глутамату визначався після інкубації з 100 мкМ 

леветирацетамом на 15-тій хвилині (рис. 3.13.). Було проведено 30 

експериментів, кожен з яких – у трьох повторюваностях. 
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Рис. 3.13. Узагальнені дані 30 експеріментів щодо позаклітинного рівню 

L-[14C]глутамату у середовищі інкубації синаптосом у контролі та 

за присутності 100 мкМ леветирацетаму. Рівень L-[14C]глутамату 

визначався на 15-тій хвилині.  

Позаклітинний рівень L-[14C]глутамату після преінкубації нервових 

терміналей з леветирацетамом збільшувався статистично недостовірно у 

сімнадцятьох експериментах (рис. 3.14.) та зменшувався статистично 

достовірно у тринадцятьох (рис. 3.15.). Неоднорідність даних можна 

пояснити індивідуальною чутливістю тварин до леветирацетаму [277, 291], 

великою кількістю мішеней до дії леветирацетаму у нервових терміналях 

[278, 281], унікальністю балансу накопичення/вивільнення та позаклітинного 

рівня глутамату для кожного синапсу [256]. Статистичний аналіз 

експериментальних даних обох груп тварин виявив, що середнє значення 

концентрації позаклітинного L-[14C]глутамату у препараті нервових 

терміналей значно не змінювалось при інкубації з 100 мкМ леветирацетамом. 

Показник коливався від 285,0 ± 8,0 пікомоль/мг протеїну у контролі до 291,1 

± 8,8 пікомоль/мг протеїну за присутності леветирацетаму  (рис. 3.13.).  
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Рис. 3.14. Тенденція до збільшення позаклітинного рівню L-

[14C]глутамату у середовищі інкубації синаптосом по данним 17 

експериментів у контролі та за присутності 100 мкМ 

леветирацетаму. Рівень визначався на 15-тій хвилині. 

 

Рис. 3.15. Зменшення позаклітинного рівню L-[14C]глутамату у 

середовищі інкубації синаптосом по данним 13 експериментів у 

контролі та за присутності 100 мкМ леветирацетаму. Рівень 

визначався на 15-тій хвилині * – P < 0,05 у порівнянні з контролем 

(+37 °C). 
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Таким чином, леветирацетам суттєво не впливає на позаклітинний 

рівень глутамату. 

 

3.4.2. Транспортер-опосередковане накопичення L-[14C]глутамату 

нервовими терміналями у присутності леветирацетаму  

 

Певний рівень позаклітинного глутамату підтримується двома 

протилежно направленими процесами – накопиченням та вивільненням. 

Початкова швидкість високоафінного траспортер-опосередкованого 

накопичення  L-[14C]глутамату нервовими терміналями складала 2,80 ± 0,29 

нмоль×хв-1×мг-1  протеїну у контролі та 2,86 ± 0,29 нмоль×хв-1× мг-1 протеїну 

після інкубації з 100 мкМ леветирацетамом. Рівень накопичення L-

[14C]глутамату синаптосомами на 10-тій хвилині сягав 9,73 ± 0,49 нмоль×мг-1 

протеїну у контролі та 9,91 ± 0,49 нмоль×мг-1 протеїну після інкубації з 100 

мкМ леветирацетамом. Експериментальні дані про відсутність впливу 

леветирацетаму на позаклітинний рівень глутамату узгоджуються з 

результатами вимірів мембранного потенціалу синаптосом за присутності 

цього препарату з використанням флуоресцентного зонду родамін 6 G (рис. 

3.16.).   
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Рис. 3.16. Рівень мембранного потенціалу синаптосом при додаванні 100 

мкМ леветирацетаму (кожна стрілка), визначений за допомогою 

потенціометричного флуоресцентного зонду родамін 6 G.  

 

Таким чином, леветирацетам суттєво не впливав на загальну швидкість 

накопичення L-[14C]глутамату синаптосомами та на їх мембранний 

потенціал. 

 

3.4.3. Вплив леветирацетаму на NMDA-, AMPA- та каїнат-

стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з нервових  

терміналей 

 

Оскільки, як було зазначено вище, леветирацетам має багато мішеней у 

нервових терміналях для реалізації протисудомної дії, нами було 

проаналізовано його вплив на NMDA-, AMPA- та каїнат-стимульоване 

вивільнення L-[14C]глутамату з нервових терміналей. Це робилося для того, 

щоб визначити можливість леветирацетаму впливати на позаклітинний 

рівень глутамату за умов активації іонотропних глутаматних рецепторів. 
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Аналізувались 4 препарати синаптосом, кожен експеримент був проведений в 

трьох повторюваностях. 

NMDA у концентрації 250 мкМ викликав вивільнення L-[14C]глутамату з 

нервових терміналей на рівні 7,14 ± 0,90 % від загального вмісту міченого 

глутамату після попередньої інкубації з 100 мкМ леветирацетамом. Вимір 

проводили на 15-тій хвилині (рис. 3.17.). Показники контролю складали 4,57 

± 0,25 % від загального вмісту міченого глутамату за 6-ть хвилин. 

 

Рис. 3.17. Рівень NMDA-стимульованого (у концентрації 250 мкМ)  

вивільнення L-[14C]глутамату з нервових терміналей за 6-ть хвилин 

у контролі (NMDA) та за присутності 100 мкМ леветирацетаму 

(NMDA+LVTC).  *– P < 0,05 у порівнянні з контролем (+37 °C). 

 

Таким чином, леветирацетам збільшує NMDA-стимульоване 

вивільнення L-[14C]глутамату. 

Леветирацетам у концентрації 100 мкМ не викликав змін у AMPA- та 

каїнат-стимульованому вивільненні L-[14C]глутамату. Рівень останнього 

незначно змінювався за умов 250 мкМ AMPA-стимульованого вивільнення у 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

NMDA NMDA+LVTC

L
-[

1
4
C

]г
л

у
т

а
м

а
т,

 %
 в

ід
 з

а
г
а
л

ь
н

о
го

*



98 
 

присутності 100 мкМ леветирацетаму та складав 6,69 ± 0,83 % від загального 

вмісту міченого глутамату після попередньої інкубації на 15-тій хвилині 

порівняно з контрольними показниками 6,46 ± 0,37 % від загального вмісту 

міченого глутамату за 6-ть хвилин (рис. 3.18.). При побудові графіків 

використано дані, одержані при аналізі 4 препаратів синаптосом, кожен 

експеримент був проведений в трьох повторюваностях. 

 

Рис. 3.18. Рівень AMPA-стимульованого (у концентрації 250 мкМ)  

вивільнення L-[14C]глутамату з нервових терміналей за 6-ть хвилин 

у контролі (AMPA) та за присутності 100 мкМ леветирацетаму 

(AMPA+LVTC).   

 

За умов 250 мкМ каїнат-стимульованого вивільнення рівень L-

[14C]глутамату на 15-тій хвилині складав 6,79 ± 1,18 % від загального вмісту 

міченого глутамату після попередньої інкубації з 100 мкМ леветирацетаму, в 

той час як за 6-ть хвилин у контролі – 5,46 ± 0,52 % від загального вмісту 

міченого глутамату (рис. 3.19.).  
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Рис. 3.19. Рівень Каїнат-стимульованого (у концентрації 250 мкМ)  

вивільнення L-[14C]глутамату з нервових терміналей за 6-ть хвилин 

у контролі (каїнат) та за присутності 100 мкМ леветирацетаму 

(каїнат + LVTC).  

 

Таким чином, додавання леветирацетаму у концентрації 100 мкМ 

збільшує вивільнення L-[14C]глутамату з нервових терміналей, індукованого 

активацією пресинаптичних NMDA-рецепторів, та значно не впливає на 

вивільнення L-[14C]глутамату, викликаного активацією пресинаптичних 

AMPA- та каїнат-рецепторів. 

 

3.4.4. Позаклітинний рівень L-[14C]глутамату у середовищі інкубації 

синаптосом за присутності леветирацетаму за умов гіпотермії   

  

 Насамперед, ми проаналізували вплив комбінованого застосування 

гіпотермії та леветирацетаму на позаклітинний рівень  L-[14C]глутамату у 

середовищі інкубації синаптосом. Аналізували 4 препарати синаптосом, 

кожен експеримент проводився в трьох повторюваностях. Показники 
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позаклітинної концентрації L-[14C]глутамату значно не змінювались та 

складали  285,81 ± 12,94 пмоль/мг протеїну при +37 ºC,  279,28 ± 9,73 

пмоль/мг протеїну при +27 ºC та 257,55 ± 17,78 пмоль/мг протеїну при +17 ºC 

(рис.3.20.). 

  

Рис. 3.20. Позаклітинний рівень L-[14C]глутамату у середовищі інкубації 

синаптосом за умов гіпотермії та за присутності 100 мкМ 

леветирацетаму. Вивільнення вимірювалося на 14-тій хвилині.  

 

3.4.5. Вивільнення L-[14C]глутамату з нервових терміналей шляхом 

активації іонотропних глутаматних рецепторів за умов 

гіпотермії 

 

Важливо відзначити, що стабільний рівень глутамату в синаптичних 

щілинах за умов гіпотермії здатний підтримувати активні синаптичні 

контакти. З іншого боку, при гіпотермії значно знижується швидкість 

функціонування рецепторів, що може порушити синаптичну передачу і 

спричинити побічні ефекти гіпотермії. 
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У цьому контексті важливим показником є динаміка гіпотермія-

опосередкованого функціонування пресинаптичних NMDA-, AMPA- та 

каїнатних рецепторів. Вона оцінювалась шляхом вимірювання рівня 

вивільнення L-[14C]глутамату з нервових терміналей, індукованих активацією 

цих рецепторів їх специфічними агоністами в умовах помірної та глибокої 

гіпотермії.  

NMDA-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з нервових 

терміналей за умов гіпотермії. 250 мкМ NMDA-стимульоване вивільнення 

L-[14C]глутамату з синаптосом складало 4,57 ± 0,25 % від загального вмісту 

міченого глутамату за 6-ть хвилин у контролі (+37 ºC) та суттєво 

знижувалося за умов гіпотермії (рис. 3.21.). Його рівень складав 3,75 ± 0,22 % 

від загального вмісту міченого глутамату при +27 ºC та 3,09 ± 0,23 % від 

загального вмісту міченого глутамату при +17 ºC. Вивільнення L-

[14C]глутамату з синаптосом за 10-ть хвилин після додавання 250 мкМ 

NMDA дорівнювало  3,64 ± 0,19 % від загального вмісту міченого глутамату 

у контролі  при +37 ºC, 3,10 ± 0,23 % від загального вмісту міченого 

глутамату при +27 ºC та 2,38 ± 0,22 % від загального вмісту міченого 

глутамату при +17 ºC. Дані одержані при аналізі чотирьох препаратів 

синаптосом, кожен експеримент був проведений в трьох повторюваностях. 
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Рис. 3.21. NMDA-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з нервових 

терміналей за умов гіпотермії. Вивільнення вимірювалося за 6-ть та 

10-ть хвилин при +37 °C, +27 °C та +17 °C.   

 

Таким чином, NMDA-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з 

нервових терміналей знижувалось на 15 % зі зміною температурного режиму.  

AMPA-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з нервових 

терміналей за умов гіпотермії. 250 мкМ AMPA-стимульоване вивільнення 

L-[14C]глутамату з нервових терміналей у контролі (рис 3.22.) складало 6,46 ± 

0,37 % від загального вмісту міченого глутамату за 6-ть хвилин при 

температурі +37 ºC. За умов гіпотермії рівень AMPA-стимульованого 

вивільнення L-[14C]глутамату значно знижувався і  його значення складало   

4,96 ± 0,65 % та 3,72 ± 0,45 % від загального вмісту міченого глутамату 

відповідно при +27 ºC та +17 ºC. За 10-ть хвилин AMPA-стимульоване 

вивільнення L-[14C]глутамату у контролі  (+37 ºC) дорівнювало 10,59 ± 0,58 

% від загального вмісту міченого глутамату і також значно знижувалось при 

гіпотермії: 8,13 ± 0,64 % та 5,08 ± 0,57 % від загального вмісту міченого 

глутамату відповідно при +27 ºC та +17 ºC.  
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Рис. 3.22. AMPA-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з нервових 

терміналей за умов гіпотермії. Вивільнення вимірювалося за 6-ть та 

10-ть хвилин при +37 °C, при +27 °C та +17° C. 

 

Таким чином, AMPA-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з 

нервових терміналей знижувалось майже на 20 % при зниженні 

температурного режиму.  

Каїнат-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з нервових 

терміналей за умов гіпотермії. Каїнат у концентрації 250 мкМ викликав 

вивільнення L-[14C]глутамату із синаптосом, рівень якого у контролі  (+37 ºC)  

за 6-ть хвилин складав 5,46 ± 0,52 % від загального вмісту міченого 

глутамату (рис. 3.23.). Як і в ситуації з NMDA та AMPA, каїнат-стимульоване 

вивільнення L-[14C]глутамату з синаптосом значно зменшувалось зі 

зниженням температури. Його рівень складав 4,02 ± 0,49 % та 2,28 ± 0,41 %  

від загального вмісту міченого глутамату відповідно при +27 ºC та +17 ºC. У 

контролі  (+37 ºC) рівень каїнат-стимульованого вивільнення L-

[14C]глутамату за 10-ть хвилин складав 9,03 ± 0,61 % від загального вмісту 

міченого глутамату і зменшувався зі зниженням температури: фіксували 
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рівні 6,05 ± 0,58 % та 2,80 ± 0,50 % від загального вмісту міченого глутамату 

при +27 ºC та +17 ºC відповідно. Дані одержані при аналізі 4 препаратів 

синаптосом, кожен експеримент був проведений в трьох повторюваностях. 

 

 

Рис. 3.23. Каїнат-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з нервових 

терміналей за умов гіпотермії. Вивільнення вимірювалося за 6-ть та 

10-ть хвилин при +37 °C, при +27 °C та +17 °C.   

 

Таким чином, каїнат-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з 

нервових терміналей зменшувалось приблизно на 30 % в умовах зниження 

температури.  

3.4.6. NMDA-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з нервових 

терміналей за умов комбінованної дії гіпотермії та 

леветирацетаму 

 

 Нами була проаналізована можливість комбінованого застосування 

гіпотермії та препарату леветирацетам. Досліджували можливість впливу 
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леветирацетаму на NMDA-стимульоване вивільненя L-[14C]глутамату з 

нервових терміналей за умов гіпотермії.  Леветирацетам у концентрації 100 

мкМ індукував збільшення вивільнення L-[14C]глутамату з нервових 

терміналей, викликаних активацією пресинаптичних NMDA-рецепторів. Цей 

ефект зберігався і в умовах гіпотермії (рис. 3.24.). Рівень NMDA-

стимульованого вивільнення L-[14C]глутамату з нервових терміналей при +27 

ºC за 6-ть хвилин складав 3,75 ± 0,22 % у контролі та 5,1 ± 0,5 % від 

загального вмісту міченого глутамату на 15-тій хвилині після попередньої 

інкубації з  100 мкМ леветирацетамом. При +17 ºC за 6-ть хвилин у контролі  

він дорівнював 3,09 ± 0,23 % від загального вмісту міченого глутамату та 

4,32 ± 0,51 % від загального вмісту міченого глутамату на 15-тій хвилині 

після попередньої інкубації з 100 мкМ леветирацетамом. Леветирацетам у 

концентрації 100 мкМ мав незначний вплив на AMPA- та каїнат-

стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату за нормальних умов та за умов 

гіпотермії.  Аналізували чотири препарати синаптосом, кожен експеримент 

був проведений в трьох повторюваностях. 

 



106 
 

Рис. 3.24. NMDA-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату після 

попередньої інкубації з 100  мкМ леветирацетамом у контролі  (біла 

колонка, +37 ºC) та за присутності леветирацетаму  (темна колонка) 

за умов гіпотермії (+27 ºC, +17 ºC). Результати фіксувались за 6-ть 

хвилин. *– P < 0,05 у порівнянні з контролем при відповідній 

температурі. 

Як було зазначено вище, позаклітинний рівень глутамату є 

індивідуальною характеристикою кожного синапсу, оскільки в його 

підтримці беруть участь протилежні та високо регульовані процеси [256]. 

Експериментальні дані стосовно позаклітинного рівня L-[14C]глутамату в 

препаратах нервових терміналей свідчать, що цей параметр майже не 

чутливий до гіпотермії, що узгоджується і з нашими результатами [249, 292]. 

Вважаємо, що єдиним поясненням цього може бути факт, що тонічне 

вивільнення (визначене під час блокади транспортерів глутамату за 

допомогою DL-TBOA) знижується з такою ж ефективністю, як і ефективність 

накопичення L-[14C]глутамату.  

Таким чином, позаклітинний рівень L-[14C]глутамату залишається 

незмінним під час дії гіпотермії (принаймні протягом аналізованого 

короткотермінового періоду) внаслідок того, що знижена температура 

викликає однакове зменшення активності протилежно спрямованих процесів. 

Нейропротекторні ефекти гіпотермії при терапії ішемічного інсульту та 

травматичних ушкоджень головного мозку пов’язані з суттєвим і поступовим 

зниженням патологічного вивільнення глутамату нервовими терміналями 

[249]. 

Активація пресинаптичних глутаматних рецепторів у наших 

експериментах викликала вивільнення L-[14C]глутамату, рівень якого 

поступово знижувався від помірної до глибокої гіпотермії. Цей механізм 

значущий для регуляції глутаматергічної нейротрансмісії та транспорту 

нейромедіаторів через сигнали гомо- та гетерорецепторів. Ми розглядаємо 
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цей механізм як можливу пресинаптичну складову, задіяну в 

довгостроковому потенціюванні. 

Вивчення гіпотермія-опосередкованого зниження NMDA-, AMPA- та 

каїнат-індукованого вивільнення L-[14C]глутамату – частка дослідження 

постпотенціальних синаптичних реакцій, збудливих постсинаптичних 

потенціалів та вивільнення нейромедіаторів, де зазначені параметри 

визначено як температурочутливі і пов’язані з впливом на нейрональні іонні 

канали. Деякі кальцієві та потенціалкеровані натрієві канали теж 

регулюються температурою [243, 247]. 

Також, нами були зроблені експерименти, щоб зрозуміти можливий 

механізм дії леветирацетаму на NMDA-рецептори. Як було сказано вище, 

мішенями дії леветирацетаму можуть бути SV2 протеїни, протеїнкінази A та 

C,  потенціалкеровані кальцієві канали P/Q-типу та GABAA рецептори [278, 

282, 283]. Умовно можна відокремити потенційні мішені на такі, що 

потребують безпосередньої участі Ca2+ у реалізації ефекту леветирацетаму, 

наприклад, SV2 протеїни та потенціалкеровані кальцієві канали P/Q-типу.  

Ми проводили експерименти щодо NMDA-стимульованого вивільнення L-

[14C]глутамату у номінально безкальцієвому середовищі та у середовищі, де 

був доданий хелатуючий агент іонів кальцію EGTA. В обох 

експериментальних серіях дані щодо вивільнення глутамату були однакові. 

Екзоцитоз-опосередкований Ca2+-залежний компонент NMDA-індукованого 

вивільнення глутамату, показаний у Тарасенко [293], був відсутній у наших 

експериментах у Ca2+-вільному середовищі, тому ми зробили припущення, 

що леветирацетам діяв через Ca2+-незалежний механізм.  

Леветирацетам може діяти через протеїнкіназа A та C-залежні 

механізми, оскільки він впливає на відповідь α7 ацетилхолінових рецепторів, 

які взаємодіють з протеїнкіназами A і C та впливають на синаптичну 

передачу у  гіпокампі [294] . У цьому контексті, ми припустили, що 

леветирацетам може порушувати протеїнкіназа С-залежну регуляцію 

поверхневої експресії транспортерів глутамату в плазматичній мембрані 
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нервових терміналей. Були проведені відповідні експерименти, однак, ми не 

виявили змін при сумісному використані інгібітору протеїнкінази С - GF 

109203X та леветирацетаму у порівнянні з дією власно леветирацетаму (рис. 

3.25.). 

 

Рис. 3.25. Схема можливих мішеней леветирацетаму. 

Здатність леветирацетаму змінювати інгібуючий ефект цинку та інших 

негативних алостеричних модуляторів GABAA рецепторів, може пояснити 

його протисудомну дію в моделі хронічної епілепсії [283].  Щоб далі 

зрозуміти, як діє леветирацетам у нервових терміналях, ми застосували 

селективний антагоніст бензодіазепінових рецепторів (GABAA рецепторів) - 
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флумазеніл. У експериментах було продемонстровано, що флумазеніл у 

концентрації 100 мкМоль моделював NMDA-стимульоване вивільнення L-

[14C] глутамату з нервових терміналей, зменшуючи його. Леветирацетам у 

наших експериментах знімав інгібуючий ефект флумазенілу на NMDA-

стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату. Отже, нами зроблено 

припущення, що індуковане леветирацетамом збільшення NMDA-

стимульованого вивільнення L-[14C]глутамату може здійснюватися через 

леветирацетам-опосередковану модуляцію функціонування GABAA 

рецепторів,  або  напряму через модулюючу дію  леветирацетаму на NMDA 

рецептори (рис. 3.25.). 

Нами доведено, що леветирацетам змінює відповідь при активації 

пресинаптичних NMDA-рецепторів. Примітно, що цей препарат у 

концентрації 100 мкМ збільшує NMDA-стимульоване вивільнення L-

[14C]глутамату з нервових терміналей та істотно не змінює AMPA- та каїнат- 

стимульоване вивільнення. Наші дані про незмінність позаклітинного рівня 

L-[14C]глутамату в присутності леветирацета (100 мкМ) співпадають з 

даними Carunchio із співавторами [295], де леветирацетам  (5-200 мкМ) не 

викликав внутрішніх чи зовнішніх струмів на нейронах під час перфузії (0,5-

2 хв). 

Особливо важливим фактом, доведеним нашими експериментами, є 

можливість коригування (пом’якшення) леветирацетамом зниження NMDA- 

індукованого вивільнення L-[14C]глутамату в умовах гіпотермії. Корекція 

відповіді NMDA-рецепторів може зменшити побічні ефекти терапевтичної 

гіпотермії та може стати у нагоді для забезпечення належного 

функціонування NMDA-рецепторів у сфері кардіохірургії, відновлення після 

терапевтичної гіпотермії. Запропонований підхід є актуальним у випадках, 

коли гіпотермія застосовується не для запобігання гострой 

ексайтотоксичності глутамату, як це трапляється під час інсульту, травм 

головного мозку та перинатальної гіпоксії. Це відбувається тому, що 
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підвищення NMDA-відповіді за цих патологій може ускладнити 

ексайтотоксичні наслідки. 

Леветирацетам за концентрації 100 мкМ суттєво не впливав на рівень 

позаклітинного L-[14C]глутамату в препаратах нервових терміналей і по-

різному впливав на вивільнення L-[14C]глутамату, індукованого активацією 

пресинаптичних NMDA-, AMPA- та каїнат-рецепторів. Леветирацетам (100 

мкМ) збільшував вивільнення NMDA-стимульованого L-[14C]глутамату з 

нервових терміналей, але істотно не змінював вивільнення L-[14C]глутамату,  

викликаного каїнатом і АМРА. Динаміка зниження за умов гіпотермії 

синаптосомального вивільнення L-[14C]глутамату під впливом агоністів 

рецепторів, показана у наших експериментах, може бути корисною для 

обґрунтування оптимальних режимів терапевтичної гіпотермії. 

Леветирацетам значно пом’якшує гіпотермія-стимульоване зниження 

позаклітинного глутамату через NMDA-рецептори на пресинаптичному рівні, 

і, отже, комбіноване застосування гіпотермії та леветирацетаму коригує та 

наближає до норми NMDA-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з 

нервових терміналей. 

 

Результати проведених досліджень, описані в підрозділі 3.4, було 

опубліковано у статті: 

Pastukhov A., Borisova T. Levetiracetam-mediated improvement of decreased 

NMDA-induced glutamate release from nerve terminals during hypothermia // 

Brain Research. – 2018. – Vol. 1699. – P. 69–78. DOI: 

10.1016/j.brainres.2018.06.032 
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3.5. Комбінована нейропротекція шляхом зменшення рівня 

мембранного холестеролу та гіпотермії 

 

3.5.1. Вплив MCD на позаклітинний рівень L-[14C]глутамату у 

середовищі інкубації синаптосом за умов гіпотермії 

  

У медичній практиці відсутні специфічні агенти для модуляції 

активності глутаматних транспортерів на відміну від селективних інгібіторів 

GABA транспортерів GAT1 та GAT3 підтипів − тіагабіну та β-аланіну, 

відповідно. У цьому контексті неспецифічна модуляція активності 

транспортерів є єдиним доступним підходом до зниження транспортер-

опосередкованого вивільнення глутамату з боку нервових терміналей. 

Неспецифічна нейропротекція може проводитись за допомогою гіпотермії, а 

також зниження рівня мембранного холестеролу. 

Як було відмічено раніше у літературному огляді, у зоні ліпідних рафтів 

локалізується більша частина протеїнів, які приймають участь у процесі 

нервової передачі: іонні канали, рецептори, транспортери нейромедіаторів. 

Зміна рівня мембранного холестеролу нервових терміналей у значній мірі 

впливає на їхню активність, тобто може модулювати транспорт 

нейромедіаторів.  

Основним методичним підходом для вивчення ролі холестеролу у 

процесі нервової передачі є зниження його рівня у мембрані нервових 

терміналей за рахунок застосування ефективного акцептора холестеролу 

MCD [229]. Як було показано у наших роботах [11–13], ключові процеси, які 

лежать в основі синаптичної передачі, зазнають змін за умови зміни рівня 

холестеролу у мембрані. Спираючись на результати досліджень щодо впливу 

MCD [12, 13], нами було вирішено вивчити комбіновану дію гіпотермії та 

зниження вмісту холестеролу на ключові характеристики нервової передачі.  

На першому етапі оцінювався позаклітинний рівень L-[14C]глутамату у 

середовищі інкубації синаптосом після предінкубаціїї з MCD у концентрації 
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15 мМоль за умов гіпотермії. При +37 °С на 14-тій хвилині після 

охолодження синаптосом він складав 267,0 ± 15,0 пмоль/мг протеїну для 

контрольних та 401,0 ± 23,0 пмоль/мг протеїну для MCD-оброблених 

синаптосом. При +27 °С – 224,0 ± 22,0 пмоль/мг протеїну для контрольних та 

387,0 ± 27,0 пмоль/мг протеїну для MCD-оброблених, а при +17 °С – 237,0 ± 

29,0 пмоль/мг протеїну для контрольних та 376,0 ± 25,0 пмоль/мг протеїну 

для MCD-оброблених (n = 4) (рис. 3.26.).  

 

Рис. 3.26. Позаклітинний рівень L-[14C]глутамату у середовищі інкубації 

санаптосом після попередньої інкубації з 15 мМ MCD за умов 

гіпотермії. Синаптосоми без MCD (білий стовпчик) та 

проінкубовані з  15 мМ MCD (чорний стовпчик). * – P < 0,05 

відносно контролю при відповідній температурі.  

 

Таким чином, рівень позаклітинного L-[14C]глутамату значно 

підвищується після обробки MCD в контролі та за умов гіпотермії. 
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3.5.2. Накопичення L-[14C]глутамату синаптосомами за присутності 

MCD та за умов гіпотермії    

 

Комбінований вплив MCD та гіпотермії викликає значні зміни 

початкової швидкості накопичення L-[14C]глутамату синаптосомами (рис. 

3.27.). Початкова швидкість накопичення L-[14C]глутамату синаптосомами 

дорівнювала 2,50 ± 0,12 нмоль/(хв×мг) протеїну для контролю та 1,69 ± 0,15 

нмоль/(хв×мг) для MCD-оброблених синаптосом при +37 °С, 2,04 ± 0,18 

нмоль/(хв×мг) протеїну для контролю та 1,15 ± 0,20 нмоль/(хв×мг) для MCD-

оброблених при +27 °С, 1,44 ± 0,13 нмоль/(хв×мг) протеїну для контролю та 

0,72 ± 0,14 нмоль/(хв×мг) для MCD-оброблених при +17 °С (P < 0,05, t-тесту 

Стьюдента,  n = 4).  

 

 

Рис. 3.27. Початкова швидкість накопичення L-[14C]глутамату 

синаптосомами після попередньої інкубації з 15 мМ MCD  за умов 

гіпотермії. Синаптосоми без MCD (білий стовпчик) та синаптосоми, 
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проінкубовані з  15 мМ MCD (чорний стовпчик). * – P < 0,05 

відносно контролю при відповідній температурі. 

 

Комбіноване застосування MCD та гіпотермії суттєво знижує початкову 

швидкість накопичення L-[14C]глутамату синаптосомами. 

Комбінований вплив MCD та гіпотермії викликає зміни не тільки 

початкової, а й загальної кількості накопиченого L-[14C]глутамату 

синаптосомами (рис. 3.28.). Загальне накопичення L-[14C]глутамату 

синаптосомами у контрольних зразках за 10 хвилин складало 5,43 ± 0,31 

нмоль/мг протеїну у контролі та 3,66 ± 0,21 нмоль/мг – у MCD-оброблених 

при +37 °С, 4,11 ± 0,26 нмоль/мг протеїну для контролю та 2,33 ± 0,24 

нмоль/мг у MCD-оброблених при +27 °С, 3,19 ± 0,18 нмоль/мг протеїну для 

контролю та 1,58 ± 0,15 нмоль/мг у MCD-оброблених при +17 °С ( P < 0,05, t-

тесту Стьюдента, n = 4).  

 

 

Рис. 3.28. Накопичення L-[14C]глутамату синаптосомами з 15 мМ MCD 

за умов гіпотермії. Синаптосоми без MCD (білий стовпчик) та 
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синаптосоми, проінкубовані з 15 мМ MCD (чорний стовпчик). 

Виміри проводили за 10-хвилин після попередньої інкубації. * – P < 

0,05 відносно контролю при відповідній температурі. 

 

Отримані результати дозволяють стверджувати, що комбіноване 

застосування MCD та гіпотермії суттєво знижує рівень накопичення L-

[14C]глутамату синаптосомами. 

 

 

3.5.3. Транспортер-опосередковане вивільнення L-[14C]глутамату у 

середовищі інкубації синаптосом за присутності MCD та за 

умов гіпотермії    

 

Нами було досліджено вивільнення L-[14C]глутамату з цитозольного 

пулу синаптосом за рахунок реверсного функціонування глутаматних 

транспортерів (транспортер-опосередковане вивільнення) та з везикулярного 

пулу шляхом екзоцитозу. Зниження вмісту холестеролу у мембрані за 

рахунок преінкубації з 15 мМ MCD призводило до зниження траспортер-

опосередкованого вивільнення L-[14C]глутамату (рис. 3.29.). Траспортер-

опосередковане вивільнення L-[14C]глутамату, стимульоване 35 мМ КСl,  

значно знижувалось в умовах комбінованого застосування гіпотермії та MCD 

у концентрації 15 мМ. Рівень зазначеного вивільнення, виміряного за 6-ть 

хвилин, складав у контролі 12,0 ± 1,0 %  від загального вмісту міченого 

глутамату при +37 °С та у MCD-оброблених синаптосомах 7,0 ± 0,8 % від 

загального вмісту міченого глутамату; відповідно при +27 °С  –  10,0 ± 0,5 % 

та 6,0 ± 0,7 % від загального вмісту міченого глутамату, а при +17 °С – 6,0 ± 

0,5 % та 4,0 ± 0,5 % від загального вмісту міченого глутамату (P < 0,05, t-

тесту Стьюдента, n = 4).  
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Рис. 3.29. Транспортер-опосередковане вивільнення L-[14C]глутамату з 

нервових терміналей, стимульоване  35 мМ KCl, після попередньої 

інкубації з 15 мМ MCD за умов гіпотермії. Синаптосоми без 

обробки MCD (білий стовпчик) та синаптосоми, проінкубовані з  15 

мМ MCD (чорний стовпчик). Вивільнення вимірювалося за 6-ть 

хвилин. *– P < 0,05 відносно контролю при відповідній температурі. 

 

Таким чином, швидкість транспортер-опосередкованого вивільнення L-

[14C]глутамату синаптосомами поступово зменшується за умов 

комбінованого застосування гіпотермії та MCD. 

Подібна динаміка зниження спостерігалась і у процесі вивільнення 

глутамату шляхом  екзоцитозу (рис. 3.30.). Показники цього вивільнення, 

виміряного за 6-ть хвилин, складали при +37 °С у контролі 7,0 ± 1,0 % від 

загального вмісту міченого глутамату та 3,0 ± 0,4 % від загального вмісту 

міченого глутамату у MCD-оброблених синаптосом; при +27 °С – 6,0 ± 0,6 % 

від загального вмісту міченого глутамату та 2,0 ± 0,3 % від загального вмісту 

міченого глутамату у MCD-оброблених синаптосом; при +17 °С – 4,0 ± 0,4% 

від загального вмісту міченого глутамату та 2,0 ± 0,3 % від загального вмісту 
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міченого глутамату у MCD-оброблених синаптосом (P < 0,05, t-тесту 

Стьюдента, n = 4).  

 

Рис. 3.30. Са2+-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату шляхом 

екзоцитозу, стимульованого 35 мМ KCl, з нервових терміналей 

після попередньої інкубації з 15 мМ MCD за умов гіпотермії. 

Синаптосоми без обробки MCD (білий стовпчик) та проінкубовані з 

15 мМ MCD (чорний стовпчик). Вивільнення вимірювалося за 6-ть 

хвилин. *– P < 0,05 відносно контролю при відповідній температурі. 

Таким чином, вивільнення L-[14C]глутамату з везикулярного пулу 

синаптосом шляхом екзоцитозу та з цитозольного пулу поступово 

зменшується за умов комбінованого застосування гіпотермії та MCD. 

Обробка синаптосом MCD за умов гіпотермії значно підвищує рівень 

позаклітинного глутамату, і це значення не залежить від температури: воно 

було в півтори рази більшим порівняно з контролем тієї ж температури. Як 

зазначалось вище, рівень позаклітинного глутамату є балансом між 

нестимульованим вивільненням та транспортерзалежним накопиченням 

нейромедіатору. Підвищення позаклітинного рівня глутамату після обробки 
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MCD є результатом значного підвищення нестимульованого вивільнення 

глутамату та зменшення початкової швидкості накопичення останнього.  

Глутамат вивільнюється у позаклітинне середовище не тільки шляхом 

екзоцитозу, а й залучаючи інші механізми:  вивільнення через аніонні канали, 

глутамат-цистеїновий обмінник, трансмембранну дифузію, а також реверсну 

роботу транспортерів. Більша частина цих процесів, залежить від градієнта 

глутамату на плазматичній мембрані. Проведені дослідження дозволяють 

зробити висновок, що при обробці синаптосом MCD за умов гіпотермії, 

збільшення позаклітинного рівня глутамату є результатом інгібування 

активності глутаматних транспортерів, оскільки знижується швидкість 

накопичення глутамату.  

Рівень транспортер-опосередкованого вивільнення глутамату при 

обробці MCD за умов гіпотермії значно знижується. Це підтверджується 

даними [12], оскільки організація кластерів глутаматних транспортерів та їх 

транспорт на плазматичну мембрану змінюються у збіднених на холестерол 

нервових терміналях після  обробки MCD.  

Оскільки  транспортер-опосредковане вивільнення глутамату з нервових 

терміналей призводить до розвитку нейротоксичності за умов церебральної 

гіпоксії/ішемії, інсульту, черепно-мозкової травми, ми вважаємо, що 

комбіноване застосування зниженого вмісту мембранного холестеролу та 

гіпотермії може мати сукупний нейропротекторний ефект при зазначених 

патологіях. 

Однак, ми наголошуємо, що, крім вищезгаданих патологічних станів, 

нормальний рівень мембранного холестеролу надзвичайно важливий для 

правильної синаптичної передачі, а зниження вмісту холестеролу мембран у 

нервових терміналях може спричинити нейротоксичні наслідки через слабке 

захоплення глутамату та збільшення концентрації позаклітинного глутамату 

[296]. За зазначених умов використання наночастинок може бути 

перспективним для модуляції транспорту глутамату та візуалізації основних 

процесів у нервових терміналях, тому наступним нашим кроком було 
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визначити як наночастинки, кон’юговані з MCD, впливають на транспорт 

глутамату у нервових терміналях [297]. 

 

Результати досліджень, описані в підрозділі 3.5, було опубліковано у 

статтях:  

Horák D., Beneš M., Procházková Z., Trchová M., Borysov A., Pastukhov A., 

Paliienko K., Borisova T. Effect of O-methyl-β-cyclodextrin-modified magnetic 

nanoparticles on the uptake and extracellular level of l-glutamate in brain nerve 

terminals // Colloids Surfaces B Biointerfaces. –  2017. – Vol. 149. – P. 64–71. 

DOI:10.1016/j.colsurfb.2016.10.007 

 

3.6.  Застосування наночастинок для зниження вмісту холестеролу у 

мембрані 

 

3.6.1. Накопичення L-[14C]глутамату у середовищі інкубації 

синаптосом за присутності наночастинок, кон’югованих з  MCD 

 

На сьогодні у медицині є лише невелика кількість специфічних 

модуляторів транспорту глутамату та глутаматергічної трансмісії у 

центральній нервовій системі. То ж модуляція вмісту холестеролу у мембрані 

нервової клітини для регуляції транспорту глутамату є перспективним 

підходом для рішення проблеми [13]. Зниження рівня мембранного 

холестеролу впливає на рівень траспортер-опосередкованого вивільнення 

глутамату з нервових терміналей. Одночасна екстракція та видалення 

холестеролу з мембрани клітини може використовуватись не лише для 

модуляції транспорту глутамату у нервових терміналях при нейрологічних та 

нейродегенеративних захворюваннях, таких як хвороба Альцгеймера та 

Ніймана-Піка, та й для локальної корекції патологічних процесів, у т.ч. 

хвороб серця і кровоносної системи, наприклад, атеросклерозу. Холестерол, 

який захоплюється магнітними наночастинками, у подальшому може бути 
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видаленим із організму за допомогою зовнішнього магнітного поля [241]. 

Наночастинки для видалення холестеролу можуть бути використані для 

нейропротекції за умов церебральної ішемії, інсульту та травматичного 

пошкодження мозку – захворювань, які асоційовані зі збільшенням 

траспортер-опосередкованого вивільнення глутамату. 

Таким чином, наночастинки можуть бути застосовані при патологічних 

умовах як статини, що є селективними інгібіторами 3-гідрокси-3-

метилглутарил-коензим А-редуктази (HMGR), яка відповідає за активність 

мевалонового шляху синтезу холестеролу. Обробка статинами, наприклад, 

симвастатином, аторвастатином чи правастатином, знижує рівень 

холестеролу у мозку та може застосовуватись після ішемічних уражень [298]. 

Експерименти на модельних тваринах підтверджують нейропротекторні 

властивості статинів за умов церебральної ішемії, травматичних уражень 

мозку та ексайтоксичного вивільнення нейромедіаторів [299–301]. 

Застосування правастатинів покращує нейрологічні показники після інсульту 

[299] та зменшує пошкодження мозку у щурів [302].  

Тому нашим наступним завданням була перевірка новосинтезованих 

маґгемітових наночастинок, кон’югованих з MCD, та оцінка їх 

нейромодуляторних властивостей на накопичення та позаклітинний рівень 

глутамату в синаптосомах. В Інституті макромолекулярної хімії Академії 

Наук Чеської Республіки Проф. Данієлом Хораком було синтезовані 

наночастинки магеміту, покриті β-циклодекстрином [241]. Маґгеміт – це 

оксид заліза (γ-Fe2O3), який має феромагнітні властивості. Розмір цих 

наночастинок складав для γ-Fe2O3 8,8 нм, для MCD-γ-Fe2O3 він складав 12 нм 

[241].   Було показано, що ці частинки можуть видаляти від 20 до 50 відсотків 

холестеролу у препараті [241].  

Дослідження продемонстрували, що наночастинки викликають значні 

зміни початкової швидкості накопичення L-[14C]глутамату синаптосомами 

(рис. 3.31.). Початкова швидкість накопичення L-[14C]глутамату 

синаптосомами у контролі дорівнювала 2,50 ± 0,12 нмоль/(хв×мг) протеїну, 
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для MCD-γ-Fe2O3 наночастинок складала 2,00 ± 0,12 нмоль/(хв×мг) та для γ-

Fe2O3 наночастинок 1,90 ± 0,10 нмоль/(хв×мг) при 37 °С (P < 0,05, t-тесту 

Стьюдента, n = 4).  

 

 

Рис. 3.31. Залежність кількості поглинутого синаптосомами L-

[14C]глутамату від часу інкубації у середовищі синаптосом: 1 –  

контроль, 2 – за присутності γ-Fe2O3 наночастинок, 3 – за 

присутності MCD-γ-Fe2O3 наночастинок.   

 

Наночастинки викликають значні зміни загальної кількості 

накопиченого L-[14C]глутамату синаптосомами (рис. 3.31.). Загальне 

накопичення L-[14C]глутамату синаптосомами при 37 °С на 10-тій хвилині 

складало у контролі 5,30 ± 0,30 нмоль/(хв×мг) протеїну, для γ-Fe2O3 

наночастинок – 4,00 ± 0,20 нмоль/(хв×мг), для MCD-γ-Fe2O3 наночастинок – 

4,50 ± 0,30 нмоль/(хв×мг) (P < 0,05, t-тесту Стьюдента, n = 4).  
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З вищезазначеного можна зробити висновок про те, що наночастинки γ-

Fe2O3, як покриті, так і непокриті MCD, впливають на початкову швидкість та 

загальну кількість накопичення   L-[14C]глутамату. 

3.6.2. Позаклітинний рівень L-[14C]глутамату у середовищі інкубації 

синаптосом за присутності наночастинок, кон’югованих з  MCD 

 

Низький рівень загального накопичення L-[14C]глутамату завжди 

супроводжується зростанням його позаклітинного рівня, тому 

проаналізували вплив наночастинок на зазначений показник. MCD-γ-Fe2O3    

наночастинки у концентрації 0,75 мг/мл викликали значні зміни 

позаклітинного рівня L-[14C]глутамату в синаптосомах (рис. 3.32.). 

Позаклітинний рівень глутамату складав 241,0 ± 15,0 пмоль/мг  у контролі на 

14-тій хвилині та 390,0 ± 60,0 пмоль/мг протеїну за присутності у середовищі 

інкубації MCD-γ-Fe2O3 (P < 0,05, t-тесту Стьюдента, n = 4). MCD-γ-Fe2O3  

наночастинки значно підвищували позаклітинний рівень L-[14C]глутамату у 

середовищі інкубації синаптосом. Непокриті наночастинки такої ж 

концентрації викликали збільшення позаклітинного рівня  L-[14C]глутамату, 

який складав  310,0 ± 20,0 пмоль/мг нмоль/мг протеїну.  

Таким чином, наночастинки γ-Fe2O3, як покриті, так і непокриті, значно 

впливали на позаклітинний рівень L-[14C]глутамату. 
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Рис. 3.32. Позаклітинний рівень L-[14C]глутамату у середовищі інкубації 

синаптосом за присутності MCD-γ-Fe2O3 та γ-Fe2O3 наночастинок. 1 -

контроль, 2 - MCD-γ-Fe2O3, 3 - γ-Fe2O3. *– P < 0,05 у порівнянні з 

контролем. Рівень L-[14C]глутамату визначався на 14-тій хвилині.  

Наночастинки MCD-γ-Fe2O3 зменшували початкову швидкість 

накопичення L-[14C]глутамату, загальну кількість накопичення та 

збільшували його позаклітинний рівень. Але, оскільки самі наночастинки без 

покриття мають аналогічний ефект, то у експериментах не було показано, що 

ці параметри змінюються лише за рахунок зниження вмісту холестеролу. 

Вочевидь, функція нервових терміналей була частково погіршена за рахунок 

збільшення позаклітинного рівня глутамату. За присутності наночастинок, 

нервові терміналі були неспроможні утримувати глутамат всередині та 

попередити витік внутрішньоклітинного глутамату у середовище інкубації. γ-

Fe2O3 можуть впливати на плазматичну мембрану або навіть можуть 

заповнювати синаптичні везикули, тим самим змінюючи функціональні 
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властивості нервових терміналей. Це може бути пов’язано з фактом, що γ-

Fe2O3 наночастинки значно менші за розміром порівняно з MCD-γ-Fe2O3. 

Нашими дослідженнями було показано, що γ-Fe2O3  наночастинки без 

обробки можуть мати нейромодулярні властивості, тобто впливати на 

накопичення та позаклітинний рівень глутамату, тому ці властивості треба 

брати до уваги при подальшому застосування наночастинок у медицині. 

 

Результати проведених досліджень, описані в підрозділі 3.6, було 

опубліковано у статті: 

Horák D., Beneš M., Procházková Z., Trchová M., Borysov A., Pastukhov A., 

Paliienko K., Borisova T. Effect of O-methyl-β-cyclodextrin-modified magnetic 

nanoparticles on the uptake and extracellular level of l-glutamate in brain nerve 

terminals // Colloids Surfaces B Biointerfaces. –  2017. – Vol. 149. – P. 64–71. 

DOI:10.1016/j.colsurfb.2016.10.007  
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АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

 

Дотепер, гіпотермія є відомим нейропротекторним засобом у лікуванні 

нейрологічних патологій. Застосування гіпотермії демонструє позитивний 

ефект як безпосередньо під час порушення, так і через певний проміжок часу. 

Зниження температури застосовують при лікуванні  гіпоксично/ішемічного 

стану мозку, коли є потреба зменшення негативних наслідків інсульту та 

операцій, які потребують зниження або зупинки кровообігу. Нейрональні 

відхилення, які виникають при цих патологічних станах, відбуваються за 

рахунок порушень регуляції глутаматергічної трансмісїї. Стан нестачі 

енергетичних субстратів, таких як АТФ, глюкоза та кисень, призводить до 

порушення роботи клітинних систем, відповідальних за підтримку іонного 

градієнта. Порушення іонного градієнта призводить до деполяризації 

мембрани нейрональних клітин та реверсної роботи глутаматних 

транспортерів, що призводить до вивільнення нейромедіаторів, зокрема, 

глутамату, в синаптичну щілину [154]. Довге знаходження глутамату у 

синаптичній щілині стає чинником перманентного стану нейрональної 

гіперзбудливості, що спричиняє загибель нервової клітини. Тобто, постійний 

впливу глутамату на іонотропні глутаматні рецептори призводить до 

довгострокового відкриття іонних каналів, через які у клітину поступають 

іони Na+, K+ та Ca2+, що порушує внутрішньоклітинний іонний баланс, 

активує процеси апоптозу та загибелі нервової клітини [154]. Питання 

температурних режимів, терміну впливу та методик застосування гіпотермії 

на сьогодні залишаються вкрай суперечливими [14, 154, 266, 270]. У 

медицині розглядаються інші підходи для зниження наслідків 

ішемічних/гіпоксичних уражень, такі як комбіноване застосування декількох 

чинників  [14, 15].   

Отже, була визначена низка завдань, необхідна для опрацювання. 

Наприклад, проаналізувати вплив різних температурних режимів, а саме, 

помірної (+27 °С) та глибокої (+17 °С) гіпотермії, на основні нейрохімічні 
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показники синаптичної передачі. Нами було проаналізовано вплив гіпотермії 

на швидкість накопичення, загальну кількість накопичення, позаклітинний 

рівень L-[14C]глутамату та єкзоцитоз L-[14C]глутамату. Отримані результати 

засвідчили, що гіпотермія викликає зниження швидкості накопичення L-

[14C]глутамату, знижує загальну кількість накопичення  та єкзоцитоз L-

[14C]глутамату. Обидва режими гіпотермії не викликають зміни 

позаклітинного рівня L-[14C]глутамату. Тонічне вивільнення L-[14C]глутамату 

знижується найбільше за умов помірної гіпотермії (+27 °С), а за умов 

глибокої гіпотермії (+17 °С)  навіть збільшується відносно помірної.   

За умов моделювання патологічних процесів було вивчено вивільнення 

L-[14C]глутамату за рахунок реверсної роботи глутаматних транспортерів. 

Було доведено, що помірна (+27 °С) та глибока (+17 °С) гіпотермія 

ефективно знижують реверсну роботу глутаматних транспортерів та 

вивільнення L-[14C]глутамату через дисипацію протонного градієнта 

синаптичних везикул за присутності у середовищі інкубації FCCP.  

Було вивчено гомообмін за присутності 100 мкМ глутамату та 

гетерообмін за присутності 100 мкМ аспартату та DL-THA. Досліди 

показали, що обидва види обміну (гомо- та гетеро-) знижуються за умов 

гіпотермії. Причому, гомообмін знижувався більше, ніж гетерообмін. Ці дані 

важливі для терапевтичного прогнозу, оскільки відображають як «здорові» 

нервові терміналі реагують на надлишок позаклітинного глутамату при 

зниженні температури. In vivo, надлишок глутамату може з’являтися за 

рахунок екзоцитозу синаптичних везикул та патологічного, викликаного  

гіпоксією, транспортер-опосередкованого вивільнення глутамату з сусідніх 

нервових терміналей. Подібність у спричинених гіпотермією поступовому 

характері динаміки змін гомо- та гетерообміну глутамату, до транспортер-

опосередкованого вивільнення глутамату з нервових терміналей 

підтверджують значний вклад компоненти реверсу транспортерів у гомо- та 

гетерообмін глутамату. Тобто, транспортер-опосередковане вивільнення 
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глутамату може бути непатологічним і відбуватися за фізіологічних умов як 

частина механізму гомо- і гетерообміну.  

Також нами було вивчено вплив помірної та глибокої гіпотермії на 

вивільнення L-[14C]глутамату за умов активації пресинаптичних іонотропних 

глутаматних рецепторів. Було продемонстровано, що вплив гіпотермії на 

різні види рецепторів має різну динаміку та характер. Для NMDA-

стимульованого вивільнення глутамату його зниження за умов гіпотермії 

складало 15 % та мало характер поступового зниження з проміжком часу. 

Для AMPA- та каїнат-стимульованого вивільнення зниження вивільнення 

становило 20 % та 30 %, відповідно, та мало динаміку поступового зростання 

з проміжком часу. 

На основі вищезазначеного було зроблено припущення щодо клінічного 

застосування гіпотермії. Нейропротекторний ефект гіпотермії може 

виявлятись тоді, коли нервові клітини все ще в змозі вивільнювати глутамат 

за рахунок реверсу транспортерів та інших механізмів, не пов’язаних з ним. 

У цьому контексті важливим є вибір оптимального індивідуального 

температурного режиму хворого залежно від розміру незворотньо 

пошкодженої зони мозку. Стратегія успішної терапевтичної гіпотермії, 

полягає як і у зменшенні її можливого шкідливого впливу на нервові клітини, 

так і у  посиленні її прямого нейропротекторного. Ці умови можуть бути 

реалізовані шляхом комбінованого поєднання неспецифічних ефектів 

гіпотермії з іншими неспецифічними та специфічними нейропротекторами. 

Тому наступним завданням було вивчення комбінованого підходу, а 

саме поєднання гіпотермії з іншими неспецифічними нейропротекторами та 

специфічними нейромодуляторами. Було проаналізовано вплив 

неспецифічного нейропротектора гіпотермії та широко відомого 

протисудомного препарату леветирацетаму на основні нейрохімічні 

показники. Було продемонстровано, що леветирацетам не впливає на 

позаклітинний рівень глутамату та мембранний потенціал синаптосом. При 

вивченні дії леветирацетаму за умов активації пресинаптичних іонотропних 
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глутаматних рецепторів показано, що препарат впливає на NMDA-

стимульоване вивільнення глутамату з нервових терміналей, збільшуючи 

його, та не впливає на AMPA- та каїнат-стимульоване вивільнення. Наші 

експерименти демонструють можливість коригування (пом’якшення) 

леветирацетамом зниження NMDA-індукованого вивільнення L-

[14C]глутамату в умовах гіпотермії. Корекція відповіді NMDA-рецепторів 

може зменшити побічні ефекти терапевтичної гіпотермії та стати у нагоді для 

забезпечення належного функціонування NMDA-рецепторів у кардіохірургії 

та відновлення після терапевтичної гіпотермії. Гіпотермію в зазначених 

випадках застосовують не для запобігання розвитку ексайтотоксичності.  

Ми вважаємо, що запропонований підхід комбінованого застосування 

гіпотермії та леветирацетаму недоречно використовувати у випадках, коли 

терапевтична гіпотермія застосовується для пом’якшення наявної 

глутаматної ексайтокосичності, як це трапляється під час інсульту, травм 

головного мозку та лікуванні асфіксії новонароджених. Слід зазначити, що 

нейропротекторні ефекти гіпотермії при терапії цих патологій пов’язані зі 

значним і поступовим зниженням патологічного вивільнення глутамату з 

нервових терміналей. Звичайно, підвищення рівня NMDA-відповіді, 

викликане леветирацетамом,  може лише посилити ексайтотоксичні наслідки 

при даних патологіях. 

Наші експериментальні дані та вищезгадані пропозиції узгоджуються з 

дослідженнями in vivo на тваринах Strasser із співавторами (2016 р.), які 

з’ясували, що застосування низьких доз леветирацетаму не спричиняло 

побічних ефектів після гіпотермії при гіпоксичних станах у новонароджених, 

тоді як застосування високих доз леветирацетаму само по собі або у 

поєднанні з гіпотермією збільшує апоптоз нейронів після гіпоксичної травми 

головного мозку [271]. Автори застерігають щодо застосування високих доз 

леветирацетаму новонародженим з  уже існуючими ураженнями мозку через 

нейротоксичний ефект препарату, а також виявили, що леветирацетам у 

низьких дозах не дає додаткового нейрозахисту [271]. Спираючись на 
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отримані нами експериментальні дані, можна припустити, що 

нейротоксичний ефект препарату у модельних тварин in vivo був пов’язаний 

з підвищенням відповіді рецепторів глутамату. 

Леветирацетам значно пом’якшує дію гіпотермії, яка викликає зниження 

відповіді NMDA-рецепторів на пресинаптичному рівні, отже, комбіноване 

застосування гіпотермії та леветирацетаму, корегує та наближує до норми 

NMDA-стимульоване вивільнення L-[14C]глутамату з нервових терміналей. 

Цей комплексний підхід може зменшити побічні ефекти терапевтичної 

гіпотермії при серцевій хірургії,  де головна мета застосування гіпотермії не 

пов’язана з уникненням наслідків наявної гострої ексайтотоксичності 

глутамату (на відміну від інсульту, травм мозку та лікування асфіксій у 

новонародженних). 

Іншим аспектом роботи було вивчення комбінаторного впливу 

гіпотермії та MCD на основні нейрохімічні показники. Було 

продемонстровано, що MCD впливає на позаклітинний рівень глутамату, 

збільшуючи його. Одночасно відбувається зменшення швидкості, екзоцитозу 

та загальної кількості накопичення L-[14C]глутамату. Це свідчить, що 

збільшення позаклітинного рівня глутамату після обробки MCD є 

результатом значного підвищення нестимульованого вивільнення глутамату 

та зменшення початкової швидкості накопичення останнього. 

Рівень транспортер-опосередкованого вивільнення глутамату при 

обробці MCD за умов гіпотермії значно знижується, що підтверджується 

даними [12]. Оскільки  транспортер-опосередковане вивільнення глутамату з 

нервових терміналей призводить до розвитку нейротоксичності за умов 

церебральної гіпоксії/ішемії, інсульту, черепно-мозкових травм, ми 

вважаємо, що комбіноване застосування зниження вмісту мембранного 

холестеролу та зниження температури може мати нейропротекторний ефект 

при зазначених патологіях. Однак, ми наголошуємо, що, крім вищезгаданих 

патологічних станів, рівень мембранного холестеролу у клітин без уражень 

повинен залишатися у нормі, оскільки кластеризація глутаматних 
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транспортерів та їх транспорт на плазматичну мембрану залежить від рівня 

мембранного холестеролу, надзвичайно важливого для правильної 

синаптичної передачі. Зниження вмісту холестеролу мембран у нервових 

терміналях може спричинити нейротоксичні наслідки через зниження 

накопичення глутамату та, в свою чергу, збільшення концентрації 

позаклітинного глутамату [296]. 

Ще одним, вельми новаторським підходом, було застосування MCD-

кон’югованих наночастинок та вивчення їх впливу на вивільнення L-

[14C]глутамату за умов гіпотермії. Було продемонстровано, що наночастинки, 

покриті MCD, зменшують початкову швидкість накопичення L-

[14C]глутамату, загальну кількість накопичення та збільшують його 

позаклітинний  рівень. Але, оскільки наночастинки без покриття теж мають 

нейромодуляторний ефект, то це потрібно враховувати при подальшому 

вивчені застосування наночастинок у медицині. 

Результати проведених досліджень дозволяють  вважати, що гіпотермія 

є досить сильним неспецифічним нейропротекторним засобом. Її 

застосування для зниження траспортер-опосередкованого вивільнення, а 

також комбінована дія разом з медикаментозною підтримкою дозволяють 

зменшити наслідки гіпоксичних/ішемічних уражень мозку та забезпечити 

позитивний прогноз нормального функціонування нервової тканини.  
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ВИСНОВКИ 

У дисертаційній роботі вивчено вплив помірної та глибокої гіпотермії на Na+-

залежний транспорт глутамату та екзоцитоз у нервових терміналях головного 

мозку. Отримані результати доводять значний нейропротекторний ефект 

гіпотермії та визначають механізми її дії на рівні пресинаптичної нервової 

терміналі. Індивідуальний до кожного організму характер змін у 

позаклітинному рівні глутамату в нервових терміналях за умов гіпоксії 

вказує на необхідність проведення детального нейромоніторінгу під час її 

застосування у терапії нейро- та кардіопатологій. Визначена нейрохімічна 

платформа диверсифікації використання терапевтичної помірної та глибокої 

гіпотермії для попередження нейрологічних наслідків інсульту. 

Продемонстрована можливість застосування комбінованої гіпотермії у 

комплексі з протисудомним препаратом леветирацетам та акцептором 

холестеролу MCD для посилення нейропротекторної дії, зменшення 

негативних наслідків та покращення довгострокового прогнозу.  

 

1. Помірна та глибока гіпотермія впливає на динаміку накопичення, 

тонічного вивільнення глутамату та екзоцитоз у нервових терміналях, однак 

не змінює його позаклітинний рівень. 

2. Помірна та глибока гіпотермія ефективно знижує транспортер-

опосередковане вивільнення глутамату з нервових терміналей та вивільнення 

через дисипацію протонного градієнту синаптичних везикул, які викликають 

розвиток нейротоксичності за умов гіпоксії/ішемії. 

3. Зниження вивільнення глутамату з нервових терміналей, 

стимульоване активацією пресинаптичних іонотропних NMDA, AMPA та 

каїнатних рецепторів, та пригнічення гомообміну і гетерообміну глутамату 

свідчить про ефективну нейропротекторну дію помірної та глибокої 

гіпотермії.  



132 
 

4. Протисудомний препарат леветирацетам призводить до збільшення 

NMDA-стимульованого, але не змінює AMPA- та каїнат-стимульоване 

вивільнення глутамату з нервових терміналей. Продемонстрована 

можливість коригування (пом’якшення) леветирацетамом індукованого 

гіпотермією зниження NMDA-стимульованого вивільнення глутамату з 

нервових терміналей, тобто проведена корекція відповіді NMDA-рецепторів 

за умов помірної та глибокої гіпотермії.  

5. Зниження рівня холестеролу у нервових терміналях за умов помірної 

та глибокої гіпотермії призводить до подальшого зниження транспортер-

опосередкованого вивільнення глутамату, що свідчить про посилення 

нейропротекторного ефекту.  

6. Наночастинки маґгеміту, покриті акцептором холестеролу МЦД, 

видаляючи холестерол з мембрани нервових терміналей, зменшують 

початкову швидкість накопичення і загальну кількість накопиченого 

глутамату та збільшують позаклітинний рівень нейромедіатору. 
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