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Розвиток нейропатологій унаслідок пе-
ринатальної гіпоксії є результатом порушен-
ня балансу між процесами збудження і галь-
мування, ключову роль у підтриманні якого 
відіграє ГАМК-ергічна система. Глутамат та 
-аміномасляна кислота (ГАМК) у централь-
ній нервовій системі ссавців є основними 
збуджувальним та гальмівним медіаторами 
відповідно, які беруть участь у здійсненні 
більшості функцій головного мозку, зокрема 
розпізнавання, пам’яті, навчання. Баланс 
між процесами збудження і гальмування є 
ключовим чинником нормального функці-
онування ЦНС. Глутамат та ГАМК реалізу-
ють свою сигнальну функцію, діючи на ре-

цептори, розташовані на поверхні клітин, 
що їх експресують. Тому концентрація цих 
нейромедіаторів у позаклітинному середо-
вищі визначає ступінь стимуляції рецепто-
рів. Украй важливо, аби позаклітинна кон-
центрація нейромедіаторів підтримувалась 
на низькому рівні. Низький позаклітинний 
рівень нейромедіаторів може підтримува-
тися лише за допомогою транспортуван-
ня їх у клітину, оскільки метаболізм цих 
сполук не відбувається в позаклітинному 
середовищі. Порушення транспортування 
глутамату та ГАМК є характерною рисою 
патогенезу майже всіх нейрологічних за-
хворювань [1–10].
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Метою дослідження було проаналізувати ефекти високоселективного блокатора транспортерів 
-аміномасляної кислоти GAT1-типу, NO-711 і субстратного інгібітора транспортерів -аміномасляної 
кислоти GAT3-типу -аланіну на початкову швидкість накопичення L-[14C]глутамату і [3H]--
аміномасляної кислоти нервовими терміналями (синаптосомами) кори, гіпокампа і таламуса голов-
ного мозку щурів у нормі та після перинатальної гіпоксії. 

Cтан перинатальної гіпоксії моделювали, тримаючи 10–12-добових щурів у герметичній камері, де 
атмосфера складалася з 4% кисню і 96% азоту. В експеримент брали тварин за 8–9 тижнів після того, як 
вони зазнали впливу гіпоксії, та контрольних такого самого віку. NO-711 (30 мкМ) і -аланін (100 мкМ) 
не впливали на початкову швидкість накопичення L-[14С]глутамату синаптосомами кори, гіпокампа  і 
таламуса. У синаптосомах кори NO-711 та -аланін знижували початкову швидкість накопичення [3Н]--
аміномасляної кислоти, але  ефективність їх інгібуючої дії не змінювалась після перинатальної гіпоксії 
порівняно з контролем. У синаптосомах гіпокампа і таламуса ефективність дії -аланіну підвищувалась 
унаслідок впливу перинатальної гіпоксії, тоді як ефективність дії NO-711 — зменшувалась. Одержані 
результати свідчать про зміни у співвідношенні активних транспортерів ГАМК — GAT1 і GAT3, експре-
сованих на плазматичній мембрані нервових закінчень після перинатальної гіпоксії. Отже, -аланін є 
перспективною речовиною для розроблення нейротропних  фармакологічних препаратів, спрямованих 
на транспортеропосередковану регуляцію ГАМК-ергічної нейротрансмісії.
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Перинатальна гіпоксія призводить до 
хронічних неврологічних розладів, таких як 
затримка розумового розвитку, порушення 
когнітивних властивостей, відхилення у по-
ведінці й навіть до епілепсії [11]. Схильність 
до судомної активності внаслідок перина-
тальної гіпоксії є результатом саме пору-
шення балансу між процесами збудження і 
гальмування. Численними спостереження-
ми in vivo встановлено, що короткочасний 
гіпоксичний стан у перинатальному періоді 
зумовлює гостре та хронічне збудження в 
гіпокампі й таламусі за відсутності значної 
гістопатології [12–14]. Для визначення ме-
ханізмів віддалених наслідків перинаталь-
ної гіпоксії велике значення мають модель-
ні дослідження на тваринах. Показано, що 
мозок народженого вчасно щура перебуває в 
незрілому стані, і за рівнем розвитку мозку 
8–10-добові щури відповідають народженій 
вчасно дитині. Доведено також, що другий 
постнатальний тиждень у щурів є періодом 
підвищеної збудливості та чутливості до епі-
лептогенних стимулів [15].

У патофізіології епілепсії гальмівна 
ГАМК-ергічна система відіграє ключову роль 
у контролі нейрональної збудливості та підтри-
манні балансу між процесами гальмування і 
збудження. Сполуки, що впливають на процес 
гальмування, найчастіше входять до арсеналу 
протисудомних медичних препаратів, а дія 
ефективних антиконвульсантів найчастіше 
зумовлена впливом на функціонування тран-
спортерів ГАМК, унаслідок чого підвищується 
рівень позаклітинної ГАМК [16–18].

Систему транспорту ГАМК охарактеризо-
вано як in vivo, так і на зрізах мозку, культу-
рах нейрональних клітин та синаптосомах. 
Клоновано чотири типи переносників ГАМК 
(GAT1, GAT2, GAT3, GAT4), які відрізня-
ються за локалізацією, афінністю до ГАМК 
та чутливістю до інгібіторів [3, 19, 20]. Домі-
нуючими типами, що експресуються в ней-
рональных клітинах, є GAT1 і GAT3. Саме ці 
транспортери розглядають як основні регу-
лятори концентрації позаклітинної ГАМК у 
мозку. Максимальна дія специфічного інгі-
бітора GAT1, тіагабіну, виявляється на пре-
паратах кори головного мозку і гіпокампа, 
що дає підстави вважати GAT1 домінант-
ним типом транспортерів у цих структурах. 
Набагато менш ефективною є дія тіагабіну 
в таламусі. Існує точка зору, що ГАМК-ер-
гічним нейронам таламусу взагалі не прита-
манна високоафінна система зворотного на-
копичення ГАМК [21]. Транспортери ГАМК 
можуть бути заблоковані високоселектив-
ним інгібітором NO-711 [1,2,5,6-Tetrahydro-

1-(2-diphenylmethylene-amino-oxy-ethyl)-
3-pyridinecarboxylic acid hydrochloride], 
що має IC50 0,38 μM для GAT1-типу; IC50 
729 μM — для GAT2-типу та IC50 349 μM — 
для GAT3-типу [3, 22].

Слід зазначити, що одночасне викори-
стання інгібіторів до різних типів транспор-
терів ГАМК має значно ширший спектр про-
тисудомної дії, ніж сполук, які мають спорід-
неність тільки до транспортерів GAT1-типу. 
На сьогодні інгібітори транспортерів ГАМК, 
які не належать до GAT1-типу, вважають 
перспективними як потенційні терапевтичні 
препарати для лікування епілепсії [19, 23]. 
Окрім того, фізіологічну роль транспортерів 
ГАМК, які не належать до GAT1-типу, не 
з’ясовано, і тому їх інгібітори також можуть 
бути використані як фармакологічні засоби 
для досліджень біологічної ролі цих тран-
спортерів [24]. Таким чином, існує нагальна 
потреба в аналізі інгібіторів транспортерів 
ГАМК, які можна застосовувати як інстру-
менти або як потенційні лікарські засоби [25].

Відомо, що -аланін є субстратним інгі-
бітором транспортерів ГАМК GAT3-типу, а 
його структура — проміжною між -аміно-
кислотами (гліцином, глутаматом) і - амі-
нокислотами (ГАМК). Екзогенний -аланін 
здатен проходити через гематоенцефаліч-
ний бар’єр до центральної нервової системи 
(ЦНС) через тауринчутливі транспортери 
-амінокислот. -Аланін широко представ-
лений у мозку в концентрації від 0,03 до 0,08 
мМ [26]. Встановлено, що в ЦНС -аланін 
зв’язується з обома рецепторами гліцину — 
стрихнінчутливим та стрихніннечутливим. 
Показано, що -аланін активує стрихнін-
чутливий рецептор гліцину і допомагає мо-
дулювати збудження нейронів [27]. -Аланін 
здатен інгібувати зв’язування гліцину з його 
сайтом на N-метил-D-аспартат (NMDA)-
рецепторі [28]. Відомо, що глутаматні рецеп-
тори NMDA-типу локалізовані на нервових 
терміналях гіпокампа та кори головного моз-
ку, мають сайти зв’язування для глутамату 
та гліцину і залучені до регуляції ГАМК-
ергічної нейротрансмісії [29].

Метою нашого дослідження було проана-
лізувати вплив NO-711, високоселективного 
блокатора GAT1, та -аланіну, субстратного 
інгібітора GAT3, на початкову швидкість на-
копичення [3H]-ГАМК нервовими терміналя-
ми (синаптосомами) кори, гіпокампа і тала-
муса, ізольованими з головного мозку щурів. 
Враховуючи можливість впливу -аланіну на 
глутаматергічну нейротрансмісію, було та-
кож досліджено вплив NO-711 та -аланіну 
на накопичення L-[14C]-глутамату синапто-
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сомами. Тварин 10–12-денного віку піддавали 
впливу глобальної гіпоксії до появи тоніко-кло-
нічних судом. В експеримент брали щурів через 
8–9 тижнів (період досягнення статевої зрілості) 
після того, як вони зазнали впливу гіпоксії, і 
контрольних такого самого віку.

Матеріали і методи 

Матеріали
У роботі було використано такі мате-

ріали та реактиви: HEPES, (N-2-hydro-
xyethylpiperazine-n-2-ethanesulfonic acid), 
Fluka (Швейцарія); EDТА, Calbiochem (США); 
-аланін, фікол-400, амінооксіоцтова кисло-
та, NO-711, фільтри GF/C Whatman, Sigma 
(США); [3Н]-ГАМК, Perkin Elmer (США); 
L-[14C]-глутамат, сцинтиляційні рідини ОCS, 
ACS Amersham (Велика Британія); інші реак-
тиви категорії х. ч. та о. с. ч. були вітчизняно-
го виробництва («Реахім», Україна).

Етичні норми 
Усі експерименти було виконано згідно з 

«Правилами проведення робіт з використан-
ням експериментальних тварин», затвер-
дженими Комісією з догляду, утримання й 
використання експериментальних тварин 
Інституту біохімії ім. О. В. Палладіна НАН 
України (Протокол №1 від 19/09-2012). 

Дослідження проводили на білих 
щурах-самцях Wistar, яких було розділено 
на дві групи: контрольну (n = 12) та експе-
риментальну (n = 12). Також 6 контрольних 
тварин використано для аналізу залежності 
ефектів інгібування від часу. Щурів утриму-
вали на стандартному раціоні віварію.

Моделювання стану перинатальной гіпоксії
Для створення стану перинатальної гі-

поксії використовували модель [12], що 
імітує гострі судоми й хронічний епілепто-
генний ефект гіпоксії у немовлят, який спо-
стерігається у клініці. Експериментальних 
тварин 10–12-денного віку утримували про-
тягом 12 хв у камері, де повітряну атмосферу 
заміщали газовою сумішшю, що складалася 
з 3–4% кисню і 96% азоту, до появи у тва-
рин тоніко-клонічних судом. Через 8 тижнів 
після впливу гіпоксії тварин брали в експе-
римент. Вік тварин відповідав періоду досяг-
нення ними статевої зрілості.

Виділення очищеної фракції синаптосом 
із головного мозку щурів

Синаптосоми виділяли за методом Кот-
мана [30] із незначними модифікаціями [31, 
32]. У декапітованих тварин брали великі 

півкулі головного мозку, відокремлюючи 
стовбурову частину та мозочок. Моторну 
зону кори, гіпокамп і таламус швидко ви-
діляли під мікроскопом. Для отримання 
фракції синаптосом готували 20%-й гомо-
генат, використовуючи скляний гомогені-
затор Поттера (зазор 0,2 мм). Середовище 
виділення містило 0,32 М сахарози, 5 мМ 
HEPES-NaOH pH 7,4, 0,2 мМ ЕDТА. Гомо-
генат центрифугували при 2 500 g 5 хв для 
відокремлення ядер, кровоносних судин, 
зруйнованих нервових клітин. Надосадову 
фракцію центрифугували при 15 000 g протя-
гом 12 хв, осаджуючи фракцію неочищених 
синаптосом — Р2-фракцію. Для одержання 
очищеної фракції синаптосом попередній  
осад ресуспендували у середовищі виділен-
ня та наносили на градієнт фіколу, який міс-
тив 13%-, 6% і 4%-й фікол, приготований 
на середовищі виділення, і центрифугували 
при 70 000 g 45 хв на бакет-роторі. Фракцію 
синаптосом, що її отримували в інтерфазі 
між 13%- і 6%-м розчинами фіколу, збира-
ли, розводили середовищем виділення 1:4 
і центрифугували при 15 000 g 20 хв. Одер-
жаний осад суспендували в стандартному со-
льовому розчині, який містив (mM): NaCl — 
126,0; KCl — 5,0; CaCl2 — 2,0; MgCl2, — 1,4; 
NaH2PO4, — 1,0; HEPES-NaOH — 20,0,  pH 
7,4; D-glucose — 10,0. Всі операції проводили 
за 0–4 С. Усі розчини, які використовували 
в операціях виділення синаптосом та для по-
дальшого дослідження процесів вивільнення 
нейромедіатору, постійно насичували кис-
нем. Концентрацію протеїну визначали за 
методом Ларсона [33].

Визначення накопичення [3H]-ГАМК си-
наптосомами

У дослідах з акумуляції [3Н]-ГАМК синап-
тосомами стандартний сольовий розчин міс-
тив 100 мкM амінооксіоцтової кислоти, інгі-
бітора ГАМК-трансамінази, для запобігання 
утворення метаболітів ГАМК. Концентрація 
протеїну синаптосом у пробі дорівнювала 
200 мкг/мл, об’єм проби — 0,6 мл. Синапто-
соми інкубували за 37 С 15 хв без інгібіторів 
(контроль) чи з додаванням 30 мкМ NO-711 
або 100 мкМ -аланіну, після чого ініціювали 
процес акумуляції внесенням суміші ГАМК 
(1 мкМ ГАМК та 50 nM — 0,2 мкКі/мл [3Н]-
ГАМК). Через 1 хв аліквоти (0,5мл) філь-
трували через GF/C-фільтри. Фільтри двічі 
промивали охолодженим стандартним со-
льовим розчином, висушували та вимірюва-
ли рівень радіоактивності у сцинтиляційній 
рідині OCS у лічильнику Delta 300 (Tracor 
Analytic, США) [34, 35].
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Визначення накопичення L-[14C]-глута-
мату синаптосомами

Накопичення L-[14C]-глутамату синап-
тосомами визначали так: зразки суспен-
зії (125 мкл) з концентрацією протеїну 
250 мкг/мл преінкубували в стандартному 
сольовому розчині за 37 С 15 хв без інгібі-
торів (контроль) чи з додаванням 30 мкМ 
NO-711 або 100 мкМ -аланіну. Після цього 
ініціювали процес накопичення додаван-
ням суміші L-глутамату та L-[14C]-глутамату 
(10 мкМ L-глутамату і 420 nM — 0,1 мкКі/
мл L-[14C]-глутамату) та інкубували за 37 С. 
Аліквоти відбирали через 0–10 хв, потім 
швидко осаджували в мікроцентрифузі 
Eppendorf (20 с при 10 000 g). Накопичення 
визначали в аліквотах надосаду (100 мкл) та со-
любілізованого в SDS осаду в сцинтиляційній 
рідині ACS (aqueous counting scintillate — сцин-
тиляційна рідина для водних зразків) у лічиль-
нику Delta 300 (Tracor Analytic, США) [36].

Математична обробка даних 
Імовірність результатів дослідження 

встановлювали за критерієм Стьюдента. Ві-
рогідність помилкових прогнозів Р станови-
ла < 0,05.

Статистичну обробку даних, побудову 
графіків і розрахунки функцій здійснювали 
із застосуванням програми Excel. 

Результати та обговорення

Вплив NO-711 та -аланіну на високо-
афінне транспортеропосередковане накопи-
чення [3H]-ГАМК та L-[14C]-глутамату не-
рвовими терміналями кори головного мозку.

Вплив NO-711 та -аланіну на високоафін-
не транспортеропосередковане накопичення 
[3H]-ГАМК досліджували на ізольованих не-
рвових терміналях — синаптосомах, виділе-
них із головного мозку щурів. Синаптосоми 
зберігають усі властивості інтактного нерво-
вого закінчення щодо забезпечення процесу 
передачі нервового імпульсу, а саме здатність 
накопичувати та вивільнювати нейромедіа-
тори, підтримувати мембранний потенціал та 
функціональний стан синаптичних везикул. 
Синаптосоми вважають однією з найкращих 
систем для дослідження взаємозв’язку між 
структурою протеїнів, їхніми біохімічними 
та фізіологічними функціями [37].

У першій серії експериментів ми з’ясову-
вали, як час інкубації синаптосом з інгібіто-
рами впливає на накопичення [3H]-ГАМК. 
Було проведено порівняльний аналіз «го-
стрих» ефектів інгібіторів ГАМК-транспор-
терів на швидкість накопичення [3H]-ГАМК 

та їхніх ефектів після попередньої інкубації 
із синаптосомами протягом 15 хв. Під час 
дослідження «гострих» ефектів інгібітори 
додавали в середовище інкубації одночасно 
з [3H]-ГАМК, яка ініціює початок процесу 
накопичення нейромедіатора. За початкову 
швидкість вважали накопичення нейромеді-
аторів синаптосомами за 1 хв.

На синаптосомах кори головного мозку 
було показано, що «гострий» ефект висо-
коселективного блокатора транспортерів 
ГАМК GAT1-типу NO-711 (30 мкМ) був та-
кий самий, як і ефект після його попередньої 
інкубації із синаптосомами протягом 15 хв. 
NO-711 знижував накопичення [3H]-ГАМК 
синаптосомами за 5 хв на 94,3% у разі одно-
часного додавання з [3H]-ГАМК та на 93,6% 
після попередньої інкубації (рис. 1, А). На 
рис. 1, Б показано накопичення [3Н]-ГАМК 
синаптосомами під впливом субстратного 
інгібітора транспортерів ГАМК GAT3-типу 
-аланіну (100 мкМ). З додаванням -алані-
ну одночасно з [3H]-ГАМК до середовища ін-
кубації спостерігали незначне зниження по-
чаткової швидкості накопичення [3H]-ГАМК 
синаптосомами та її акумуляції за 5 хв — на 
3% та 6,3% відповідно. Однак після попе-
редньої інкубації синаптосом з -аланіном 
протягом 15 хв відбувалося зниження почат-
кової швидкості накопичення [3H]-ГАМК на 
14,1%, а за 5 хв — на 21,4%. Отже, після по-
передньої інкубації інгібіторний ефект -ала-
ніну посилювався. Аналогічну залежність 
інгібіторного ефекту NO-711 та -аланіну від 
часу інкубації спостерігали  і в експеримен-
тах на синаптосомах таламуса та гіпокампа.

У наступних експериментах було проа-
налізовано вплив NO-711 і -аланіну на по-
чаткову швидкість накопичення [3H]-ГАМК 
синаптосомами кори головного мозку щурів 
через 8–9 тижнів після перинатальної гі-
поксії та контрольних такого самого віку. 
Протокол експериментів з інгібіторами 
включав попередню інкубацію синаптосом 
з 30 мкМ NO-711 або зі 100 мкМ -аланіном 
протягом 15 хв.

Дослідження накопичення [3H]-ГАМК 
нервовими терміналями кори головного 
мозку щурів контрольної групи виявили, 
що початкова швидкість накопичення [3H]-
ГАМК під впливом NO-711 знижувалась 
на 80,1% — зі 150,2  2,4 пмоль/хв·мг про-
теїну до 29,3  3,9 пмоль/хв·мг протеїну 
(рис. 2). Початкова швидкість накопичення 
[3H]-ГАМК синаптосомами кори щурів, які 
зазнали перинатальної гіпоксії, становила 
140,8  1,9 пмоль/хв·мг протеїну. У присут-
ності NO-711 початкова швидкість накопи-
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чення [3H]-ГАМК знижувалась на 78,2% і 
становила 30,7  2,1 пмоль/хв·мг протеїну. 
Таким чином, вплив NO-711 на накопичення 
[3H]-ГАМК синаптосомами кори контроль-
них тварин і тих, які зазнали впливу гіпоксії, 
був подібним.

Під впливом -аланіну (рис. 2) початкова 
швидкість накопичення [3H]-ГАМК синапто-
сомами кори головного мозку контрольних 
щурів знижувалась на 14,1% і становила 
129,1  3,8 пмоль/хв·мг протеїну. У щурів, які 
зазнали умов гіпоксії, початкова швидкість 
накопичення [3H]-ГАМК синаптосомами 
кори в присутності -аланіну знижувалась на 
15,1% і дорівнювала 120,0  3,1 пмоль/хв·мг 
протеїну. Таким чином, ефективність дії 
-аланіну суттєво не змінювалась у тварин, 
які зазнали перинатальної гіпоксії. 

У наступних експериментах аналізували 
вплив NO-711 і -аланіну на початкову швид-
кість накопичення L-[14C]-глутамату синапто-
сомами кори головного мозку щурів. Протокол 
експериментів з інгібіторами включав попе-
редню інкубацію синаптосом з 30 мкМ NO-711 
або зі 100 мкМ -аланіном протягом 15 хв.

Дослідження накопичення L-[14C]-глу-
тамату нервовими терміналями кори голов-
ного мозку щурів контрольної групи вияви-
ли, що початкова швидкість накопичення 
L-[14C]-глутамату під впливом NO-711 та 
-аланіну не змінювалась і становила у кон-
тролі 2,9 ± 0,25 нмоль/хв·мг протеїну, за 
присутності NO-711 — 2,75 ± 0,3 нмоль/хв·мг 
протеїну, а -аланіну — 2,6 ± 0,4 нмоль/хв·мг 
протеїну. Накопичення L-[14C]-глутамату си-
наптосомами за 10 хв також залишалось незмін-
ним і становило 9,5 ± 0,4 нмоль/хв·мг протеїну 

в контролі, 9,3 ± 0,3 нмоль/хв·мг — у присутності 
NO-711 та 9,2 ± 0,5 нмоль/хв·мг — -аланіну 
(рис. 3).

У тварин, що зазнали впливу перинаталь-
ної гіпоксії, також не було виявлено впливу 
NO-711 і -аланіну на початкову швидкість та 
накопичення за 10 хв L-[14C]-глутамату нер-
вовими терміналями кори головного мозку.

Ефект NO-711 та -аланіну на накопи-
чення [3H]-ГАМК і L-[14C]-глутамату нер-
вовими терміналями гіпокампа

У синаптосомах гіпокампа (рис. 4) NO-711 
знижував початкову швидкість накопичення 
[3H]-ГАМК на 84,3% — зі 178,6  2,8 пмоль/
хв·мг протеїну в контролі до 28,0  1,1 пмоль/
хв·мг — у присутності 30 мкМ NO-711. 

Рис. 1. Накопичення [3H]-ГАМК синаптосомами кори головного мозку щурів під дією:
30 мкM NO-711 (A) та 100 мкM -аланіну (Б)

Тут і далі: * Р  0,05 відносно контролю, n = 6.

А Б

Рис. 2. Початкова швидкість накопичення 
[3H]-ГАМК синаптосомами кори головного 

мозку щурів під впливом 30 мкM NO-711 
та 100 мкM -аланіну:

за 100% прийнято початкову швидкість накопи-
чення [3H]-ГАМК без додавання інгібіторів
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У гіпокампі щурів, які зазнали умов гіпоксії 
в ранньому віці, початкова швидкість нако-
пичення [3H]-ГАМК синаптосомами станови-
ла 167,7  2,1 пмоль/хв·мг протеїну. Інкуба-
ція синаптосом з 30 мкМ NO-711 призводила 
до зниження швидкості накопичення [3H]-
ГАМК на 80,1% — до 32,6  1,2 пмоль/хв·мг 
протеїну. Таким чином, ефективність впливу 
NO-711 на початкову швидкість накопичен-
ня [3H]-ГАМК синаптосомами гіпокампа зни-
жувалась у тварин, що зазнали перинаталь-
ної гіпоксії порівняно з контрольними.

За умов присутності 100 мкМ -аланіну 
(рис. 4) початкова швидкість накопичення 
[3H]-ГАМК синаптосомами гіпокампа конт-
рольних щурів знижувалась на 14,4% і ста-
новила 152,9  4,3 пмоль/хв·мг протеїну. 
У щурів, які зазнали впливу гіпоксії, по-
чаткова швидкість накопичення [3H]-ГАМК 
синаптосомами гіпокампа в присутності 
-аланіну знижувалась на 22,1% і станови-
ла 130,7  3,2 пмоль/хв·мг протеїну. Отже, 
ефект -аланіну посилювався у нервових за-
кінченнях гіпокампа тих тварин, які зазнали 
перинатальної гіпоксії.

Подальші експерименти на синаптосомах 
гіпокампа не виявили впливу NO-711 і -ала-
ніну на початкову швидкість накопичення 
та накопичення за 10 хв L-[14C]-глутамату. 
У тварин, що зазнали впливу перинатальної 
гіпоксії, також не виявлено впливу NO-711 
і -аланіну на початкову швидкість накопи-
чення та накопичення за 10 хв L-[14C]-глута-
мату в синаптосомах гіпокампа.

Ефект NO-711 та -аланіну на накопи-
чення [3H]-ГАМК і L-[14C]-глутамату не-
рвовими терміналями таламуса

У нервових терміналях таламусу кон-
трольних щурів NO-711 знижував початко-
ву швидкість накопичення [3H]-ГАМК на 
79,6% — зі 142,4  4,8 пмоль/хв·мг протеїну до 
29,0  2,1 пмоль/хв·мг (рис. 5). Початкова швид-
кість накопичення [3H]-ГАМК синаптосомами 
таламуса щурів, які зазнали впливу гіпоксії, під 
дією 30 мкМ NO-711 знижувалась на 70,9% — 
зі 143,5  4,2 пмоль/хв·мг протеїну до 
41,8  3,4 пмоль/хв·мг. Таким чином, ефектив-
ність впливу NO-711 зменшувалась у нервових 
закінченнях таламуса тварин, що зазнали пери-
натальної  гіпоксії, порівняно з контрольними.

За умов 15-хвилинної попередньої інку-
бації синаптосом таламуса контрольних щу-
рів зі 100 мкМ -аланіном (рис. 5) початкова 
швидкість накопичення [3H]-ГАМК знижува-
лась на 20,2% і становила 113,6  3,3 пмоль/
хв·мг протеїну. У щурів, що зазнали пери-
натальної гіпоксії, -аланін спричинював 
зниження початкової швидкості накопичен-
ня [3H]-ГАМК синаптосомами таламуса на 
30,2% — до 100,1  2,5 пмоль/хв·мг протеї-
ну. Отже, вплив -аланіну посилився у нерво-
вих закінченнях таламуса щурів, які зазнали 
умов гіпоксії в ранньому віці.

Не було виявлено впливу NO-711 і -алані-
ну на початкову швидкість накопичення та на-
копичення за 10 хв L-[14C]-глутамату синапто-
сомами таламуса контрольних тварин і тварин, 
що зазнали впливу перинатальної гіпоксії.

ГАМК є першим функціональним нейро-
медіатором у мозку, який розвивається, де він  

Рис. 3. Накопичення L-[14C]глутамату 
синаптосомами кори головного мозку:

 у контролі (1), у присутності 30 мкM NO-711 (2) 
та 100 мкM -аланіну (3)

1

3
2

Рис. 4. Початкова швидкість накопичення 
[3H]-ГАМК синаптосомами гіпокампа щурів під 
впливом 30 мкM NO-711 та 100 мкM -аланіну:

за 100% прийнято початкову швидкість накопи-
чення [3H]-ГАМК без додавання інгібіторів, n = 7
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виконує важливу функцію сигналізації для 
формування синапсів і синаптичної мережі. 
Патологічні наслідки гіпоксії, перенесеної у 
ранньому віці, можуть бути результатом пору-
шення регуляції процесу дозрівання мозку [38].

Одним із підходів до моделювання стану 
перинатальної гіпоксії є створення умов ко-
роткострокової (15–20 хв) глобальної гіпоксії 
шляхом розташування тварин у камерах, де 
повітряна атмосфера заміщена на газову су-
міш, що складається з 3–4% кисню і 96% азо-
ту. Такі умови спричинюють у 10–11-добових 
щурів тоніко-клонічну судомну активність. 
Дослідження зрізів гіпокампа 70–80-добових 
щурів (через 8–9 тижнів після гіпоксії) дали 
змогу виявити гострі та хронічні зміни збуд-
ливості нейронів гіпокампа, проте явних мор-
фологічних змін не спостерігали [12, 14]. 

ГАМК відіграє ключову роль у регуляції 
збудливості нейронів і підтриманні балансу 
між процесами гальмування та збудження. 
Сполуки, що взаємодіють із транспортерами 
ГАМК GAT1- та GAT3-типів, становлять осо-
бливий інтерес з погляду підвищення ГАМК-
нейротрансмісії, особливо це стосується 
високо селективних інгібіторів GAT3, і на сьо-
годні про них дуже мало відомо [3]. Дотепер 
для лікування парціальних епілептичних на-
падів використовували тільки тіагабін — се-
лективний інгібітор транспортеру GAT1 [25].

Початкову швидкість високоафінного 
накопичення [3H]-ГАМК було досліджено на 
ізольованих нервових терміналях головного 
мозку щурів (синаптосомах), які зберігають 

усі особливості інтактних нервових закін-
чень. Ми продемонстрували зниження почат-
кової швидкості накопичення [3H]-ГАМК си-
наптосомами кори і гіпокампа, виділених із 
мозку щурів через 8–9 тижнів (період досяг-
нення статевої зрілості) після того, як вони 
зазнали впливу гіпоксії та судом (у віці 10–12 
днів), порівняно з контрольними, але жодних 
змін у таламусі не знайдено. Ці дані відпові-
дають нашим попереднім результатам щодо 
оцінки позаклітинного рівня [3Н]-ГАМК у 
нервових закінченнях після перинатальної 
гіпоксії. Нами було виявлено довготривале 
підвищення рівня позаклітинної [3Н]-ГАМК 
у корі та гіпокампі, тимчасом як у таламусі 
таких змін не спостерігали [34, 39].

Враховуючи те, що основними типами 
ГАМК-транспортерів, які визначають опти-
мальний рівень позаклітинної ГАМК у го-
ловному мозку, є GAT1 і GAT3, ми проаналі-
зували вплив високоселективного блокатора 
GAT1 — NO-711 та субстратного інгібітора 
GAT3 — -аланіну на накопичення [3Н]-
ГАМК нервовими закінченнями головного 
мозку щурів. Було показано, що в синапто-
сомах кори ефективність дії NO-711 та -ала-
ніну не змінювалась після перинатальної 
гіпоксії порівняно з контролем. У нервових 
закінченнях гіпокампа і таламуса ефектив-
ність дії -аланіну підвищувалась унаслі-
док впливу перинатальної гіпоксії, тоді як 
NO-711 — зменшувалась. Наші дані про 
вплив NO-711 і -аланіну в таламусі дають 
підстави вважати, що співвідношення експ-
ресованих на мембрані транспортерів GAT1- 
і GAT3-типів під  впливом перинатальної гі-
поксії змінюється, забезпечуючи таким чи-
ном компенсаторний механізм, що лежить 
в основі підтримання оптимального рівня 
позаклітинної ГАМК. Водночас відсутність 
змін в ефективності дії NO-711 та -аланіну в 
корі головного мозку може свідчити про ста-
більність співвідношення GAT1/GAT3 після 
перинатальної гіпоксії. Нещодавно ми та-
кож показали, що перинатальна гіпоксія не 
спричинює змін у спорідненості до субстра-
ту ГАМК-транспортерів у корі, гіпокампі 
й таламусі [34], і це дає підстави припустити, 
що зміна ефективності дії інгібіторів після пе-
ринатальної гіпоксії більшою мірою пов’язана 
зі змінами кількості транспортерів у плазма-
тичній мембрані, ніж зі спорідненістю інгібі-
торів до субстратзв’язувальних сайтів тран-
спортерів ГАМК.

Наші припущення про те, що внаслідок 
впливу гіпоксії змінюється експресія різних 
типів транспортерів ГАМК, підтверджують 
і дані літератури. Зокрема, Melone і співавт. 

Рис. 5. Початкова швидкість накопичення 
[3H]-ГАМК синаптосомами таламуса щурів під 
впливом 30 мкM NO-711 та 100 мкM -аланіну:

за 100% прийнято початкову швидкість накопи-
чення [3H]-ГАМК без додавання інгібіторів, n = 6
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[40] показали, що тимчасова фокальна іше-
мія у щурів зумовлює нову нейрональну екс-
пресію транспортерів GAT3-типу в корі біля 
місць ушкодження. Dalby і співавт. [19] за-
значили, що за епілепсії для ефективності 
дії неселективних інгібіторів накопичення 
ГАМК вкрай важливим є саме співвідно-
шення GAT1/GAT3. З’ясовано, що активація 
GAT1 протеїнкіназою С, індукована серин/
треоніновим фосфорилюванням, у свою чер-
гу, сприяє інтерналізації GAT1, а за присут-
ності активаторів тирозинкінази прискорю-
ється вбудовування GAT1 у плазматичну 
мембрану [41]. Слід також зазначити, що 
GAT3-опосередковане поглинання ГАМК ві-
діграє роль тільки за певних фізіологічних 
чи патологічних умов, і це призводить до під-
вищення активності нейронів та нормалізує 
рівень вивільнення ГАМК у стріатумі [42].

Експерименти із застосуванням екзоген-
ного -аланіну становлять особливий інтерес, 
оскільки ця молекула легко всмоктується зі 
шлунково-кишкового тракту і транспортуєть-
ся до ЦНС. -Аланін потрапляє до ЦНС через 
гематоенцефалічний бар’єр за допомогою та-
уринчутливого транспортера -амінокислот 
Na+,Cl–-залежним чином. Цей транспортер 
є високоселективним для -амінокислот, 
оскільки ані L-глутамат (який транспортуєть-
ся аніонним транспортером амінокислот), ані 
L-фенілаланін (транспортується нейтральним 
транспортером амінокислот) не впливають 
на рух -аланіну через гематоенцефалічний 
бар’єр. -Аланін також може долати гемато-
енцефалічний бар’єр шляхом пасивної дифузії 
[26]. Аналоги -аланіну пропонують для ліку-
вання епілепсії і як основу для створення про-
тиепілептичних препаратів [28]. За перораль-
ного введення концентрація -аланіну в плазмі 
крові зростає швидко, досягаючи максимуму 
через 30–45 хв, і значно знижується протягом 
90–120 хв [43]. Попри те, що -аланін є про-
стою амінокислотою, він залишається мало-
дослідженим і як неврологічний препарат, 
і як основа для створення нових терапевтич-
них препаратів [44].

Наші дані щодо впливу -аланіну можуть 
бути важливими ще й тому, що він має фізіо-
логічне значення. -Аланін широко представ-
лений у мозку і є однією з небагатьох природ-
них -амінокислот ендогенного походження 
у людини та ссавців. Середня концентрація 
-аланіну в головному мозку варіює між 0,03 
та 0,08 мМ. Цей діапазон є аналогічним кон-
центрації ГАМК у ЦНС [3]. Детальне вивчен-
ня концентрації -аланіну в головному мозку 
щурів дало змогу виявити регіональні відмін-
ності: середній мозок містить найвищу кон-

центрацію (0,108 ммоль/г замороженої маси); 
кора — 0,065 ммоль/г, тимчасом як мозо-
чок — 0,039 ммоль/г. Відмінність концентра-
цій у різних структурах ЦНС характерна і для 
ГАМК. У ЦНС -аланін послаблює нейрональ-
ну активність з такою самою ефективністю, як 
і ГАМК [26]. Однак роль -аланіну в розвиткові 
неврологічних розладів потребує подальших 
досліджень. У цьому контексті наші дані мо-
жуть бути важливими для аналізу ймовірного 
міжсинаптичного перехресного впливу між 
ГАМК- та -аланін-ергічними нервовими тер-
міналями, адже вивільнений із нервових тер-
міналей -аланін може інгібувати поглинання 
ГАМК транспортерами GAT3-типу. Крім того, 
Mathers і співавт. [45] нещодавно показали, що 
хімічна передача у гальмівних синапсах тала-
муса включає активацію рецепторів -алані-
ном. Важливість -аланіну для синаптичної 
передачі підтверджується тим фактом, що у 
пацієнтів з -аланінемією (накопичення -ала-
ніну як вроджене порушення метаболізму) мо-
жуть розвиватися нейрологічні відхилення, 
механізми яких досі є незрозумілими [46].

Слід наголосити, що окрім ГАМК-
транспортерів -аланін має п’ять визначе-
них сайтів зв’язування з рецепторами: сайт 
коагоніста гліцину на NMDA рецепторі; сайт 
на гліциновому рецепторі; сайти на ГАМКА-  
і ГАМКС-рецепторах [26]. Пресинаптичні 
глутаматні рецептори NMDA-типу локалі-
зовані на нервових терміналях гіпокампа 
та кори головного мозку. Активація глута-
матних рецепторів може впливати на ефек-
тивність як збуджувальної, так і гальмівної 
нейропередачі. Хоч у наших експериментах 
і не було виявилено впливу -аланіну на на-
копичення L-[14C]-глутамату синаптосомами 
кори, гіпокампа і таламуса, однак необхід-
ними є подальші дослідження його взаємо-
дії з глутаматними рецепторами. Оскільки 
дисбаланс між збудженням і гальмуванням 
вважають вирішальним фактором в етіології 
нейрологічних розладів, що виникають піс-
ля гіпоксії та судом у ранньому віці, -аланін 
може мати широкий спектр застосування, 
зокрема як додаткове регулювання ГАМК- 
та глутаматергічної нейротрансмісії. 

Таким чином, встановлено, що здатність 
-аланіну інгібувати накопичення ГАМК 
посилюється у нервових закінченнях гіпо-
кампа і таламуса в результаті перинатальної 
гіпоксії, тимчасом як ефективність NO-711 
у нервових закінченнях таламуса знижуєть-
ся. Це може бути наслідком зміни співвід-
ношення активних транспортерів — GAT1/
GAT3, експресованих на плазматичній мемб-
рані нервових закінчень після перинатальної 
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гіпоксії. Цей факт вказує на можливість ціле-
спрямованої модуляції активності транспор-
тера GAT3 та ГАМК-ергічної нейротранс місії 
за умов патологічних станів за допомогою ек-
зогенного та ендогенного -аланіну.

Роботу виконано за підтримки гранту 
№ 12-14 Цільової комплексної програми 

фундаментальних досліджень НАН Украї-
ни «Фундаментальні проблеми створення 
нових речовин і матеріалів хімічного вироб-
ництва»; гранту № 35/15 програми наукових 
досліджень НАН України «Молекулярні та 
клітинні біотехнології для потреб медицини, 
промисловості та сільського господарства» 
і проекту УНТЦ № 6055.
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ВЛИЯНИЕ NO-711 И -АЛАНИНА 
НА НАКОПЛЕНИЕ ГЛУТАМАТА 

И -АМИНОМАСЛЯНОЙ КИСЛОТЫ 
НЕРВНЫМИ ТЕРМИНАЛЯМИ 

ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС 
ПОСЛЕ ПЕРИНАТАЛЬНОЙ ГИПОКСИИ

М. В. Дударенко, Л. М. Яценко, М. В. Писковая, 
А. Г. Назарова, О. А. Воронова, А. О. Пастухов, 

Н. Г. Позднякова

Институт биохимии им. А.В. Палладина 
НАН Украины, Киев

E-mail: natapoz@biochem.kiev.ua

Целью исследования было проанализиро-
вать эффекты высокоселективного блокато-
ра транспортеров -аминомасляной кислоты 
GAT1-типа, NO-711 и субстратного ингиби-
тора транспортеров -аминомасляной кисло-
ты GAT3-типа -аланина на начальную ско-
рость накопления L-[14C]глутамата и [3H]--
аминомасляной кислоты нервными оконча-
ниями (синаптосомами) коры, гиппокампа и 
таламуса головного мозга крыс в норме и после 
перинатальной гипоксии. 

Состояние перинатальной гипоксии мо-
делировали, помещая 10–12-суточных крыс 
в герметичную камеру, где атмосфера содер-
жала 4% кислорода и 96% азота. В экспери-
мент брали животных через 8–9 недель после 
того, как они подверглись воздействию гипок-
сии, и контрольных того же возраста. NO-711 
(30 мкМ) и -аланин (100 мкМ) не влияли на на-
чальную скорость накопления L-[14С] глутамата 
синаптосомами коры, гиппокампа и таламуса. 
В синаптосомах коры NO-711 и -аланин сни-
жали начальную скорость накопления [3Н]--
аминомасляной кислоты, но эффективность их 
ингибирующего действия  не изменялась после 
перинатальной гипоксии по сравнению с кон-
тролем. Вследствие влияния перинатальной 
гипоксии эффективность действия -аланина 
усиливалась в синаптосомах гиппокампа и та-
ламуса, в то же время эффективность действия 
NO-711 снижалась. 

Полученные результаты могут свидетель-
ствовать об изменении соотношения активных 
транспортеров ГАМК — GAT1 и GAT3, экспрес-
сированных на плазматической мембране нерв-
ных окончаний после перинатальной гипоксии. 
Таким образом, -аланин является перспектив-
ным веществом для разработки нейротропных 
фармакологических препаратов, направленных 
на транспортер-опосредованную регуляцию 
ГАМК-эргической нейротрансмиссии.

Ключевые слова: перинатальная гипоксия, 
высокоаффинные специфические мембранные 
ГАМК-транспортеры, NO-711, -аланин.

THE EFFECTS OF NO-711 AND -ALANINE 
ON GLUTAMATE AND -AMINOBUTYRIC 

ACID UPTAKE BY NERVE TERMINALS 
ISOLATED FROM RATS AFTER 

PERINATAL HYPOXIA

M. V. Dudarenko, L. M. Yatsenko, M. V. Piskova, 
A. G. Nazarova, O. O. Voronova, A. O. Pastukhov, 

N. G. Pozdnyakova

Palladin Institute of Biochemistry, 
of the National Academie of Sciences 

of Ukraine, Kyiv

E-mail: natapoz@biochem.kiev.ua

The effects of highly-selective blocker of 
-aminobutyric acid transporters of GAT1, NO-
711, and substrate inhibitor of -aminobutyric 
acid transporters GAT3, -alanine on the 
initial velocity of L-[14C]glutamate and [3H]--
aminobutyric acid uptake by cortical, hippocampal 
and thalamic nerve terminals (synaptosomes) were 
analyzed in norm and after perinatal hypoxia. 

Rats were underwent to hypoxia and seizures 
(airtight chamber, 4% O2 and 96% N2) at the 
age of 10–12 postnatal days. The experiments 
were performed at 8–9 weeks in the control 
and after hypoxia. It was shown that NO-711 
(30 microM) and -alanine (100 microM) did 
not affect initial velocity of L-[14C] glutamate 
uptake by cortical, hippocampal and thalamic 
synaptosomes. In cortical synaptosomes, NO-
711 and -alanine decreased the initial velocity 
of [3H]--aminobutyric acid uptake, but their 
inhibitory effects were similar in control and 
hypoxia groups. The effectiveness of -alanine 
to influence [3H]--aminobutyric acid uptake 
was increased in hippocampal and thalamic 
nerve terminals as a result of perinatal hypoxia, 
whereas the capacity of NO-711 in thalamic nerve 
terminals was decreased. 

These results suggest changes in the ratio 
of active GAT1/GAT3 expressed in the plasma 
membrane of nerve terminals after perinatal 
hypoxia. Thus, -alanine is a promising substance  
for development of neurotropic pharmacological 
preparations for the transporter-mediated 
regulation of GABA-ergic neurotransmission.

Key words: perinatal hypoxia, plasma membrane 
GABA transporters, NO-711, -alanine.




