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УМОВ МОДЕЛЮВАННЯ ГЛУТАМАТ-

НОЇ ЕКСАЙТОТОКСИЧНОСТІ IN 

VITRO ТА ДІЇ α-КЕТОГЛУТАРАТУ 
 

 

Kostiuchenko O.A.  , Skibo G.G. , Lushnikova I.V.  Morphofunctional characteristics of hippo-

campal neurons in glutamate excitotoxicity in vitro model and after α-ketoglutarate administration. 

Bogomoletz Institute of Physiology, Kyiv, Ukraine. 

ABSTRACT. Background. The study of cellular mechanisms associated with damage to brain cells as a result 

of glutamate excitotoxicity, as well as the identification of endogenous neuroprotective factors for the develop-

ment of effective therapeutic strategies is still relevant. Objective. To study morphofunctional changes of neu-

rons in the context of neuroprotection by α-ketoglutarate in glutamate excitotoxicity in vitro model, as well as to 

reveal the relationship between α-ketoglutarate/mTOR-mediated mechanisms. Methods. The research was con-

ducted using hippocampal cell cultures. Cell viability and immunoreactivity of synaptogenesis and autophagy 

markers were evaluated. To analyze α-ketoglutarate/mTOR-mediated signaling pathways under conditions of 

glutamate excitotoxicity, glutamate, α-ketoglutarate and the mTOR inhibitor - rapamycin were used. Results. 

Glutamate administration had a deleterious effect on neuronal viability and synaptogenesis in culture, which was 

reduced by the addition of α-ketoglutarate and rapamycin. Increased LC3+ immunoreactivity induced by α-

ketoglutarate and rapamycin indicates activation of autophagy, which can be attributed to the protective factors 

in this model. Conclusion. The unidirectional action of α-ketoglutarate and rapamycin implies the involvement 

and interaction of α-ketoglutarate- and mTOR-mediated signaling pathways in endogenous neuroprotection. 

Thus, the results indicate a significant potential of α-ketoglutarate in mTOR modulation for the purpose of neu-

roprotection in glutamate excitotoxicity conditions. 
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Вступ 

Глутамат як головний збуджуючий нейро-

медіатор у мозку хребетних відіграє життєво 

важливу роль у фізіологічних і патологічних 

процесах нейронів. Вважається, що глутама-

тергічна передача сигналів через проникні для 

кальцію (Ca2+) іонотропні рецептори глутамату, 

має вирішальне значення для процесів навчання 

та пам’яті [1]. Однак, надмірне вивільнення глу-

тамату та його пролонгована дія – так звана глу-

таматна ексайтотоксичність, що часто спо-

стерігається при ішемії та черепно-мозкових 

травмах, а також при різних нейродегенератив-

них станах, викликає порушення клітинного ме-

таболізму, іонний дисбаланс, дисрегульований 

апоптоз та аутофагію, що призводить до ушкод-

ження та загибелі клітин [2,3]. Ексайтотоксич-

ність глутамату виникає, коли гомеостатичний 

баланс нейромедіатора порушується і його 

рівень у позаклітинному середовищі підви-
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щується. Численні дослідження спрямовані на 

пошук засобів запобігання пошкодження 

нейронів, що є наслідком їх гіперактивації 

надміром глутамату [4,5]. Актуальним зали-

шається вивчення внутрішньоклітинних молеку-

лярних механізмів, пов’язаних з розвитком 

нейродегенерації в результаті глутаматної ексай-

тотоксичності, а також виявлення ендогенних 

факторів нейропротекції, що може бути основою 

для підвищення ефективності терапевтичних 

стратегій у протидії церебральним патологіям. 

Одним із перспективних захисних агентів 

для протидії нейродегенерації є багатофункціо-

нальна молекула α-кетоглутарату (АКГ). Завдяки 

своїм плейотропним захисним функціям АКГ 

вже використовується в терапії, включаючи його 

використання для покращення функціонування 

мозку [6]. Було показано, що АКГ відіграє клю-

чову роль у підтримці енергетичного балансу 

клітини, утилізації активних форм кисню (АФК), 

метаболізмі амінокислот і гомеостазі аміаку, а 

також у виживанні клітин під час гіпоксії [7]. 

Виявлено, що існують взаємозв'язки між сиг-

нальними шляхами, опосередкованими mTOR і 

АКГ. У дослідженнях з нематодами 

Caenorhabditis elegans та плодовими мушками 

Drosophila melanogaster показано, що споживан-

ня АКГ сприяє подовженню тривалості життя та 

призводить до зниження співвідношення 

АТФ/АДФ, тим самим підвищуючи рівень ауто-

фагії [8,9]. Відомо, що сигнальний шлях mTOR 

(mammalian target of rapamycin - мішень ра-

паміцину у ссавців) є ключовим регулятором 

багатьох аспектів клітинного метаболізму ссав-

ців, а його дисбаланс пов’язаний з церебральни-

ми захворюваннями [10]. У контексті нейродеге-

неративних/нейропротективних механізмів роль 

mTOR-модульованої аутофагії стала предметом 

кількох останніх досліджень. Повідомляється, 

що в умовах ішемічного ушкодження мозку пев-

на активація аутофагії має протективний ефект 

на виживання клітин і клітинний гомеостаз, тоді 

як надмірна активація викликає некроз і/або 

апоптоз нейронів [3,11]. З огляду на це, модуля-

цію mTOR-опосередкованої аутофагії варто 

розглядади у контексті нейропротекції. Відомо, 

що сигнальні шляхи mTOR і АКГ перекривають-

ся, проте дані про їх взаємозв'язки у нервовій 

системі обмежені. 

Метою роботи було дослітити морфологічні 

та функціональні зміни нейронів у контексті 

нейропротекції за участі АКГ при моделюванні 

глутаматної ексайтотоксичності in vitro, а також 

виявити опосередковані mTOR нейропротекторні 

механізми за цих умов. 

Матеріали та методи 

Процедури, пов’язані з тваринами, проводи-

лися відповідно положень Європейської конвен-

ції про захист хребетних тварин, які використо-

вуються для експериментальних та інших науко-

вих цілей (Страсбург, 1985), Закону України No 

3447– IV «Про захист тварин від жорстокого по-

водження» і були схвалені Комітетом з етики 

Інституту фізіології ім. О.О. Богомольця НАН 

України. 

Дослідження були проведені з використан-

ням культивованих клітин гіпокампа. Для отри-

мання культур в стерильних умовах виділяли 

гіпокамп новонароджених щурят з подальшою 

трипсинізацією, механічною дисоціацією, цен-

трифугуванням та посадкою у плашки з пожив-

ним середовищем. Культивування гіпокампаль-

них клітин здійснювали у рідкому поживному 

середовищі Neurobasal A з додаванням 2 % B27-

supplement, 0,3 % BSA, 20 ммоль/л Hepes та 0,5 

ммоль/л Glutamax (всі складові від Invitrogen, 

SigmaAldrich, США) та 100 од/мл стептоміци-

ну/пеніциліну при 37 °С в атмосфері 5% СО2. 

Після 12-14 діб стан культивованих клітин гіпо-

кампа стабілізувався і надалі вони використо-

вувалися при проведенні експериментів.  

Для моделювання глутаматної ексайтоток-

сичності гіпокампальні культури протягом 5 

хвилин обробляли розчином глутамату (Sig-

maAldrich) з концентрацією 100 мкM. Потім 

культуральне середовище змінювали для віднов-

лення фізіологічних умов. Для дослідження α-

кетоглутарат/mTOR-опосередкованих сигналь-

них шляхів у відповідні лунки з культурами до-

давали розчин α-кетоглутарату (SigmaAldrich, 

К1128) з кінцевою концентрацією 2 мM та/або 

інгібітор mTOR - рапаміцин (Tocris, 53123-88-9) 

з кінцевою концентрацією 20 нМ та інкубували 

протягом 4 годин. 

Життєздатність культивованих клітин 

оцінювали спектрофотометрично аналізуючи 

кількість цитозольного ферменту лактатдегідро-

генази (ЛДГ) у культуральному середовищі 

(набір G1780, Promega, Німеччина). Цитозольний 

фермент лактатдегідрогеназа при пошкодженні 

клітинної мембрани вивільняється у середовище 

та обернено пропорційно вказує на ступінь 

ушкодження клітин. 

Для морфологічної оцінки культури фіксу-

вали у 4% розчині формальдегіду і проводили 

подальший імуногістохімічний аналіз. Після 

відмивання розчином PBS культури обробляли 

0,3% розчином H2O2 протягом 30 хвилин. Далі 

проводили блокування з розчином 0,5% козячої 

сироватки та 1% розчином бичачого сироватко-

вого альбуміну в PBS протягом 1 години та 

наносили первинні антитіла для подальшої інку-

бації протягом ночі (mouse anti-LC3, 1:460, rabbit 

anti-PSD95, 1:200; SigmaAldrich). На наступний 

день наносили відповідні вторинні антитіла 

(SigmaAldrich) anti-mouse-HRP (1:200), anti-

rabbit-HRP (1:200) на РBS. Як субстрат-хромоген 

використовували 3,3´-діамінобензидин тетрагід-

рохлорид (ДАБ). Негативний контроль проводи-

ли з інкубаціями без додавання первинних або 
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вторинних антитіл. Візуалізацію результатів іму-

ногістохімічної реакції проводили за допомогою 

світлооптичного мікроскопа Zeiss Telaval 31 при 

збільшенні ×200. Інтенсивністю імуногістохіміч-

ної реакції в тілах і відростках нейронів 

оцінювали за допомогою програми ImageJ 

(Національний інститут здоров'я, Бетесда, штат 

Меріленд, США). 

Статистичні аналізи виконано за допомогою 

GraphPad Prism 8.01 (Сан-Дієго, Каліфорнія, 

США). Дані представлені як середнє значення 

(M) ± стандартні похибки середнього (m) і 

аналізувалися за допомогою однофакторного 

дисперсійного аналізу, після чого виконувася 

тест Тьюки для багаторазових порівнянь між 

групами. Гіпотезу про нормальність розподілу 

досліджуваних показників перевіряли з викори-

станням критерію Шапіро-Вілка. Статистично 

значищуми вважали відмінності між порівнюва-

ними значеннями при р<0,05. 

Результати та їх обговорення 
Морфологічна оцінка до експериментальних 

впливів засвідчила, що на 12 добу культури 

складалися виключно з клітин, що мали струк-

турні ознаки, характерні для нейронів, які утво-

рювали характерну мережу відростків та 

міжклітинні контакти (рис. 1А). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 1. Морфо-функціональна оцінка культивованих клітин гіпокампа.  
(А) Фазово-контрастне зображення культур дисоційованих гіпокампальних клітин на 12 день культивування; мас-

штабна лінія – 200 мкм; (Б) Рівень цитозольного ферменту лактатдегідрогенази (ЛДГ, n=3) в культуральному середо-
вищі; (В) Морфометрична оцінка імунореактивності маркера постсинаптичної щільності PSD95 та (Г) маркера аутофагії 
LC3. p<0,05, * - відносно Контролю; # - відносно Глут; (морфометрія, n=20). 

 

За експериментальних умов дія глутамату 

справляла ушкоджуючий ефект на жит-

тєздатність нейронів у культурі, про що свідчив 

підвищений рівень лактатдегідрогенази у куль-

туральному середовищі через 4 години після дії 

глутамату. Додавання АКГ і інгібітора mTOR 

рапаміцину, при моделюванні глутаматної 

ексайтотоксичності сприяло підвищенню жит-

тєздатності клітин, таким чином нівелюючи 

ушкоджуючий ефект глутамату. Кількість цито-

зольного ферменту в даних групах була значно 

меншою у порівнянні з групою з додаванням 
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глутамату. За нормальних умов після додавання 

АКГ та рапаміцину статистично значущих 

ефектів, порівняно з контролем, щодо жит-

тєздатності культивованих клітин не було вияв-

лено (рис. 1Б). За допомогою імуногістохімічно-

го аналізу нами показано, що після впливу глу-

тамату зменшується рівень експресії специфіч-

ного маркеру постсинаптичної щільності PSD95 

у зонах перетину нейритів у гіпокампальній 

культурі. Це опосередковано вказує на порушен-

ня процесів синаптогенезу при дії глутамату 

(рис. 1В). Тоді як вплив АКГ та рапаміцину в 

умовах моделювання глутаматної ексайтоток-

сичності запобігав ушкоджуючій дії глутамату. 

Проведена імуногістохімічна оцінка 

експресії специфічного маркеру аутофагії LC3, 

вказує на активацію аутофагії в області тіл 

нейронів. Після дії АКГ чи рапаміцину рівень 

LC3 у нейрональний сомах був вищим у 

порівнянні з групою глутамату, в той же час у 

нейритах він дещо знижувався (рис. 1Г). Одже, 

дія АКГ щодо активації аутофагії проявлялася на 

рівні нейрональної соми та була аналогічною до 

дії рапаміцину. 

Відомо, що між активністю mTOR і проце-

сом аутофагії існує зворотній причинно-

наслідковий зв'язок [10]. Однак роль mTOR у 

пошкодженні та загибелі нейронів у наслідок 

ексайтотоксичності глутамату остаточно не 

визначена. За наших експериментальних умов, 

супресія mTOR призводила до активації LC3-

опосередкованої аутофагії, що у значній мірі за-

побігало пошкодженнню гіпокампальних 

нейронів після дії глутамату. Аналізуючи ре-

зультати, що представлені у літературних джере-

лах на теперішній час, показовою є спільність 

певних елементів АКГ- і mTOR-опосередкованих 

сигнальних шляхів, передбачаючи взаємозв’язки 

між ними [8,9]. Односпрямованість ефектів АКГ 

і інгібітора mTOR рапаміцину у проведених 

нами експериментах, передбачає, що АКГ залу-

чений до модуляції функцій mTOR за умов глу-

таматної ексайтотоксичності. 

Підсумок 

Таким чином, за умов нашого експерименту 

через 4 год після впливу глутамату спостерігала-

ся активація процесу mTOR-опосередкованої 

аутофагії. Активація аутофагії у присутності 

АКГ та інгібітора mTOR співвідноситься з 

підвищенням життєздатності культивованих 

клітин гіпокампа та підвищеним рівнем маркеру 

синапсів PSD95 за умов ексайтотоксичності глу-

тамату. Отримані дані передбачають участь та 

взаємозв’язок АКГ- і mTOR-обумовлених сиг-

нальних шляхів у процесі ендогенної нейропро-

текції. Отримані результати вказують на значний 

потенціал АКГ у модуляції mTOR з метою 

нейропротекції. 

Перспективи подальших розробок 

Передбачається підготовка обґрунтування та 

рекомендацій щодо використання АКГ як нейро-

протекторного засоба при нейродегенеративних 

захворюванях.  

Інформація про конфлікт інтересів 

Потенційних або явних конфліктів інтересів, 

що пов'язані з цим рукописом, на момент 

публікації не існує та не передбачається. 
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Костюченко О.А., Скибо Г.Г., Лушнікова І.В. Морфофункціональна характеристика нейронів 

гіпокампа за умов моделювання глутаматної ексайтотоксичності in vitro та дії α-кетоглутарату. 

РЕФЕРАТ. Актуальність. Дослідження клітинних механізмів, що пов’язані з пошкодженням моз-

кових клітин у результаті глутаматної ексайтотоксичності, а також виявлення ендогенних факторів ней-

ропротекції для розробки ефективних терапевтичних стратегій досі залишається актуальним. Мета. До-

слітити морфофункціональні зміни нейронів у контексті нейропротекції за участі α-кетоглутарату при 

моделюванні глутаматної ексайтотоксичності in vitro, а також виявити взаємоз’язок α-

кетоглутарат/mTOR-опосередкованих механізмів. Методи. Дослідження проведені з використанням ку-

льтивованих клітин гіпокампа. Було оцінено життєздатність клітин та імунореактивність маркерів си-

наптогенезу та аутофагії. Для аналізу α-кетоглутарат/mTOR-опосередкованих сигнальних шляхів за умов 

глутаматної ексайтотоксичності застосовано глутамат, α-кетоглутарат та інгібітор mTOR – рапаміцин. 

Результати. Дія глутамату мала ушкоджуючий вплив на життєздатність нейронів та процеси синаптоге-

незу у культурі, що зменшувався з додаванням α-кетоглутарату та рапаміцину. Підвищена імунореактив-

ність LC3+, викликана дією α-кетоглутарату та рапаміцину вказує на активацію аутофагії, яку можна 

віднести до факторів захисту в цій моделі. Підсумок. Односпрямована дія α-кетоглутарату та рапаміцину 

передбачає участь та взаємозв’язок α-кетоглутарат- і mTOR-обумовлених сигнальних шляхів у процесі 

ендогенної нейропротекції. Отримані результати вказують на значний потенціал α-кетоглутарату в моду-

ляції mTOR з метою нейропротекції при глутаматній ексайтотоксичності. 

Ключові слова: глутаматна ексайтотоксичність, нейропротекція, α-кетоглутарат, mTOR. 

 


