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 ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
МЦД– метил--циклодекстрин
ЕДТА – етилендиамінтетраоцтова кислота
ЕГТА – етиленглікольтетраоцтова кислота
ЦНС – центральна нервова система
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
EAAT (excitatory amino acid transporter ) – транспортер збуджувальних
амінокислот
GLAST – L-glutamate/L-aspartate transporter, тривіальна назва EAAT1
GLT – glutamate transporter, тривіальна назва EAAT2
GDH – глутаматдегідрогеназа
HEPES – (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) – 4-(2-
гідроксіетил)-1–піперазинетансульфонова кислота
NMDA – N-methyl-D-aspartic acid, N-метил-D-аспартат
АМРА – α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid, α-аміно-3-
гідрокси-5-метил-4-ізоксазолпропіонова кислота
NMDG – N-methyl-D-glucamine, N-метил-D-глюкамін
SDS (sodium dodecyl sulfate) –додецилсульфат натрію
Tris – tris(hydroxymethyl)methylamine), трис (гідроксиметил)метиламін;
ГАМК – -аміномасляна кислота
ГТР – гуанозинтрифосфат
глутамат – L- глутамінова кислота
SNAP (soluble NSF attachment protein) – розчинні NSF зв'язуючі білки
VAMP (vesicle–associated membrane protein) – білок, асоційований з
мембранами везикул.
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ВСТУП
Актуальність теми. Нейрологічні та нейродегенеративні захворювання
становлять значну проблему сучасного суспільства в усьому світі, а їх
лікування потребує витрати значних державних коштів. Етіологію цих хвороб
остаточно не з'ясовано, незважаючи на значні зусилля експериментаторів.
Дослідження молекулярних механізмів розвитку нейропатологій створює
підґрунтя та відкриває шляхи для розроблення новітнього фармакологічного
інструментарію.
Важкі метали вважають одним із тригерних факторів, що призводять до
розвитку нейрологічних та нейродегенеративних захворювань. Показано, що
кадмій і свинець здатні накопичуватись у головному мозку, що зумовлює
морфологічні та біохімічні зміни в центральній нервовій системі, а також
поведінкові розлади, зниження пам'яті та інтелекту, причиною яких можуть
бути порушення транспорту нейромедіаторів у нервових терміналях головного
мозку [1,2]. Оксидативний стрес вважають однією з причин загибелі нейронів
за нейродегенеративних захворюваннь. Феритин – природний протеїновий
комплекс, що виконує роль основного внутрішньоклітинного депо заліза,
перетворює залізо у його редокс-неактивну форму, що захищає клітину від
ураження вільними радикалами. Феритин – це глобулярний комплекс, який
складається з білкової глобули, всередині якої розташована неорганічна
залізовмісна магнітна наночастинка, розмір якої становить 7–12 нм [3]. При
інсульті, травмі мозку, хворобі Альцгеймера та нейробластомі спостерігається
збільшення концентрації феритину у плазмі та цереброспінальній рідині.
Позаклітинному феритину притаманна дедалі зростаюча кількість функцій,
включаючи нещодавно описану участь у доставленні заліза у мозок,
ангіогенезі, запаленні, імунній відповіді та канцерогенезі [4,5].
L-глутамат забезпечує передачу збуджувальних сигналів у центральній
нервовій системі тварин. Цей нейромедіатор відіграє значну роль у
функціонуванні мозку та бере участь у здійсненні його найважливіших
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функцій, а саме навчанні та запам’ятовуванні. Порушення транспорту
глутамату спостерігається за більшості нейрологічних захворювань. Оскільки
надмірна активація глутаматних рецепторів та масивний вхід кальцію
всередину нейронів може призвести до їх загибелі, надлишковий
позаклітинний глутамат у нервовій системі має токсичні властивості.
Термінація глутаматергічної нейропередачі відбувається шляхом поглинання
нейромедіатору із синаптичної щілини всередину нервової клітини. Оскільки у
синаптичній щілині відсутні ферменти, що здатні розщеплювати глутамат, на
сьогодні це – єдиний шлях «нейтралізації» глутамату. Високоафінні
натрійзалежні глутаматні транспортери, що локалізовані в ліпідних рафтах
плазматичної мембрани нейронів і гліальних клітинах, забезпечують
накопичення глутамату нервовими клітинами [6]. Na+
/K+
- градієнт на
плазматичній мембрані є рушійною силою цього процесу. Транспорт глутамату
із цитоплазми в синаптичні везикули відбувається через везикулярні глутаматні
транспортери за рахунок енергії протонного електрохімічного градієнта, що
генерується везикулярною H+
–ATPазою,.
Роботу присвячено аналізу транспорту глутамату в нервових терміналях
головного мозку за умов дії важких металів і феритину. Зусилля зосереджено
на відокремленні специфічних ефектів протеїнової та неорганічної складових
молекули феритину, що було досягнуто порівняльним аналізом ефектів
феритину, апоферитину (білкової капсули, позбавленої магнітної
наночастинки) та синтезованих наночастинок магнетиту і магеміту без
покриття та покритих різними полімерами. Проведення порівняльного аналізу
дії феритину та синтезованих наночастинок дало змогу з’ясувати, чи варто
розглядати феритин у нейротоксикологічних дослідженнях як модель
магнітних наночастинок, покритих полімерами, що вважають за доречне деякі
автори [7].
Актуальним фундаментальним завданням сучасної нейрохімії та вкрай
перспективним у галузі нанонейротехнології є вирішення питання, чи можуть
важкі метали, феритин, апоферитин і синтезовані наночастинки з різним типом
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покриття впливати на ключові характеристики глутаматергічної нейропередачі,
та визначити молекулярні механізми цього модуляторного впливу. Слід
відзначити, що дотепер немає сполук, здатних впливати на активність
глутаматних транспортерів, які можуть використовуватись у медицині.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами.
Дисертаційну роботу виконано на кафедрі біохімії ННЦ «Інститут біології та
медицини» Київського національного університету імені Тараса Шевченка у
рамках науково-дослідних тем: «Механізми реалізації адаптаційно –
компенсаторних реакцій організму за умови розвитку різних патологій» (№ д/р
0111U004648, 2011–2015 рр.) та «Механізми регуляції метаболічних процесів в
організмі за умов розвитку патологічних станів» (№ д/р 0116 U 002527, 2016–
2018 рр.).
Мета і завдання роботи. Метою роботи було дослідити транспорт
глутамату в нервових терміналях головного мозку за дії важких металів,
феритину, апоферитину і синтезованих наночастинок магнетиту та магеміту з
різними типами покриття. Відповідно до зазначеної мети було поставлено такі
завдання:
1) Визначити, чи є ефективним, постійним та динамічним гомообмін глутамату
крізь плазматичну мембрану нервових терміналей; провести диференціацію
пресинаптичних процесів і з’ясувати, зміни яких характеристик транспорту
глутамату є найбільш вразливими для глутаматергічної нейропередачі.
2) Дослідити вплив важких металів на накопичення глутамату нервовими
терміналями та синаптичними везикулами у дигітонінпермеабілізованих
нервових терміналях, а також їх вплив на протонний градієнт ізольованих
синаптичних везикул.
3) Проаналізувати дію протеїнового комплексу феритину на позаклітинний
рівень та транспортерзалежне накопичення глутамату в нервових
терміналях. З використанням інгібіторів глутаматних транспортерів
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з’ясувати, чи заважають вони феритину змінювати швидкість накопичення
глутамату нервовими терміналями.
4) Дослідити дію феритину на ацидифікацію синаптичних везикул і тонічне
вивільнення глутамату із нервових терміналей.
5) З використанням апоферитину (білкової капсули, позбавленої магнітної
наночастинки) встановити вплив білкової складової молекули феритину на
позаклітинний рівень глутамату і транспортеропосередковане накопичення
глутамату нервовими терміналями.
6) З використанням наночастинок магнетиту та магеміту з різним типом
покриття проаналізувати можливу дію неорганічної складової молекули
феритину на мембранний потенціал, протонний градієнт синаптичних
везикул, початкову швидкість накопичення глутамату та позаклітинний
рівень глутамату в нервових терміналях.
7) З’ясувати можливість маніпуляції нервовими терміналями за допомогою
магнітних наночастинок, застосовуючи зовнішнє магнітне поле.
Об’єкт дослідження: екзоцитоз та активний транспорт глутамату в
нервових терміналях головного мозку щурів.
Предмет дослідження: регуляція процесів високоафінного
натрійзалежного накопичення глутамату, тонічного та стимульованого
деполяризацією плазматичної мембрани вивільнення глутамату в нервових те
Методи дослідження: препаративна біохімія, лазерна кореляційна
спектроскопія, проточна цитометрія для порівняльної характеристики розміру і
гранулярності нервових терміналей, спектрофлуориметричні методи для
визначення закислення синаптичних везикул, радіоізотопні методи для аналізу
накопичення та вивільнення глутамату, методи спектрофотометрії для
визначення кількості білка та статистичні методи.
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Наукова новизна одержаних результатів. Дисертаційна робота становить
комплексне дослідження системи активного транспорту глутамату в нервових
терміналях головного мозку за дії феритину та важких металів. Уперше
показано існування динамічного гомообміну глутамату крізь плазматичну
мембрану, проведено диференціацію пресинаптичних процесів та виявлено їх
уявну подвійність. Встановлено нові нейромодулювальні властивості важких
металів та протеїнового комплексу феритину. Вперше доведено, що кадмій та
свинець знижують, проте марганець не змінює, протонний градієнт ізольованих
синаптичних везикул і накопичення глутамату нервовими терміналями та
синаптичними везикулами у дигітонінпермеабілізованих нервових закінченнях.
Уперше з’ясовано, що протеїновий комплекс феритин збільшує позаклітинний
рівень глутамату в нервових терміналях, що зумовлено зниженням
транспортеропосередкованого накопичення нейромедіатору. Застосування
інгібіторів глутаматних транспортерів не перешкоджає здатності феритину
гальмувати накопичення глутамату нервовими терміналями. Уперше доведено,
що феритин знижує ацидифікацію синаптичних везикул і тонічне вивільнення
L-[
14C]глутамату із нервових терміналей. З використанням апоферитину
вперше встановлено специфічні ефекти білкової складової молекули феритину,
а саме: апоферитин, подібно до феритину, здатен збільшувати позаклітинний
рівень L-[
14C]глутамату і зменшувати транспортерзалежне накопичення L-
[
14C]глутамату нервовими терміналями. Уперше здійснено відокремлення
специфічних ефектів білкової та неорганічної складових молекули феритину на
транспорт глутамату в нервових терміналях. З’ясовано механізми, за яких
вищезазначені зміни можуть бути залучені до розвитку патологічних процесів у
нервовій системі, і навпаки, у нейропротекції. Доведено, що в центральній
нервовій системі екзогенний феритин може модулювати гомеостаз глутамату
залізозалежним та залізонезалежним шляхом.
Практичне значення одержаних результатів. Окрім фундаментального
значення результати роботи становлять суттєвий прикладний інтерес, оскільки
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показана можливість маніпуляції нервовими терміналями, міченими -Fe2O3
наночастинками, покритими D-манозою, і Fe3O4 наночастинками, покритими 3-
амінопропіл(діетокси)метилсиланом, зовнішнім магнітним полем. Доведено
відсутність впливу наночастинок Fe3O4 та -Fe2O3 без покриття, та покритих
певними полімерами, на протонний градієнт синаптичних везикул, мембранний
потенціал, початкову швидкість накопичення L-[
14C]глутамату та
позаклітинний рівень глутамату в нервових терміналях. Запатентовано нові
нейромодулювальні ефекти екзогенного позаклітинного феритину щодо
збільшення позаклітинного рівня глутамату та дисипації протонного градієнта
синаптичних везикул у нервових терміналях (патент № 93636 та № 93637
України, 2014 р). Крім того, вперше доведено, що феритин не може бути
використаний як модель магнітних наночастинок, покритих полімерами.
Вищезазначені нові властивості феритину та магнітних наночастинок
слугуватимуть основою подальших біотехнологічних розробок та в галузі
нейротераностики.
Особистий внесок здобувача. У процесі виконання дисертаційної роботи
автором проаналізовано наукову літературу за темою дослідження.
Дисертантом разом із науковим керівником розроблено ідеологію дослідження,
програму проведення експериментів, підібрано адекватні методи вирішення
поставлених завдань та проведено обговорення результатів. Дисертант особисто
проводив роботу з експериментальними тваринами, основний обсяг
експериментальної роботи здійснено дисертантом власноруч або за
безпосередньою його участю. Через складність експериментальної роботи з
використанням радіоактивно міченого глутамату та неможливість проведення
експерименту одним співробітником більшість таких досліджень виконано
спільно з науковим співробітником відділу нейрохімії к.б.н. Н. В. Крисановою,
молодшим науковим співробітником к.б.н. Р. В. Сівко та науковим
співробітником к.б.н. Л. О. Касаткіною. Визначення розміру синаптосом
методом фотонної кореляційної спектроскопії було проведено за участю
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старшого наукового співробітника лабораторії оптичних методів дослідження
к.х.н. О. Ю. Чуніхіна. Обробку отриманих результатів та написання тексту
дисертаційної роботи виконано безпосередньо здобувачем. Друковані праці
підготовані за безпосередньою участю автора.
Апробація результатів дисертації. Основні результати роботи
доповідалися і були представлені на 11 вітчизняних та міжнародних
конференціях, конгресах і з’їздах: 7-,8-,9-й та 10-й Щорічних конференціях
наукового Консорціуму «Bridges in Life Science», RECOOP HST, Будапешт,
Угорщина (2012), Спліт, Хорватія ( 2014), Вроцлав, Польща (2015), Прага, Чехія
(2015); конференції Федерації європейських біохімічних товариств, 3th FEBS
Congress Прага, Чехія (2009); FEBS ‒ EMBO 2014 Conference, Париж, Франція
(2014); 6-й міжнародній науковій та технічній конференції «Cенсорна
електроніка і мікросистемні технології», 10-у Українському біохімічному з’їзді,
Одеса, Україна (2010); 7-й Парнасівській конференції, Ялта, Україна (2009); 14-
й Українській конференції з космічних досліджень, Ужгород, Україна (2014),
конференції «Адаптаційні стратегії живих систем», Новий Світ, Україна (2012).
Публікації. За темою дисертації опубліковано 1 статтю у вітчизняному та 9
статей у міжнародних наукових фахових виданнях, 2 патенти та 11 тез
доповідей у збірниках матеріалів наукових конференцій та з’їздів.
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ВИСНОВКИ
Удисертаційнійроботівстановленоновінейромодулювальнівластивості
важкихметалівтапротеїновогокомплексуферитинудоскладуякоговходять
неорганічнізалізовміснімагнітнінаночастинкиНаізольованихнервових
терміналяхголовногомозкущурівсинаптосомахпроаналізованозміни
високоафінногонатрійзалежногонакопиченнятастимульованого
деполяризацієюплазматичноїмембранививільненняглутаматуйого
позаклітинногорівняфункціональногостанусинаптичнихвезикулі
потенціалуплазматичноїмембранизадіїважкихметалівферитинута
магнітнихнаночастинокЗ’ясованомеханізмизаякихвищезазначенізмінита
процесиможутьбутизалученідорозвиткупатологічнихпроцесівунервовій
системіінавпакинейропротекції
Доведеноіснуваннядинамічногогомообмінуглутаматучерезплазматичну
мембранунервовихтерміналейпроведенодиференціаціюпресинаптичних
процесівтавиявленоїхподвійність
Кадмійтасвинецьзнижуютьпротемарганецьневпливаєнанакопичення
глутаматунервовимитерміналямитасинаптичнимивезикуламиу
дигітонінермеабілізованихнервовихтерміналяхатакожнапротоннийградієнт
ізольованихсинаптичнихвезикул
Протеїновийкомплексферитинзбільшуєпозаклітиннийрівень

глутаматувнервовихтерміналяхщозумовленозниженням
транспортерзалежногонакопиченнянейромедіаторуЗастосуванняінгібіторів
глутаматнихтранспортерів–інеперешкоджаєздатності
феритинугальмуватинакопиченняглутаматунервовимитерміналями
Феритинзнижуєацидифікаціюсинаптичнихвезикулітонічневивільнення

глутаматуізнервовихтерміналей
Звикористаннямапоферитинубілковоїкапсулипозбавленоїмагнітної
наночастинкивстановленоспецифічніефектибілковоїскладовоїмолекули

феритинуасамеапоферитинподібнодоферитинуздатензбільшувати
позаклітиннийрівень
глутаматуізменшуватитранспортерзалежне
накопичення
глутаматунервовимитерміналями
Доведеновідсутністьвпливунаночастинокбезпокриттятапокритих
певнимиполімераминамембраннийпотенціалпротоннийградієнт
синаптичнихвезикулпочатковушвидкістьнакопичення
глутаматуі
позаклітиннийрівеньглутаматувнервовихтерміналяхПоказанаможливість
маніпуляціїнервовимитерміналямимічениминаночастинками
покритимиманозоюінаночастинкамипокритимиамінопропіл
діетоксиметилсиланомзовнішніммагнітнимполем
Відокремленіспецифічніефектибілковоїтанеорганічноїскладових
молекулиферитинунатранспортглутаматувнервовихтерміналяхсвідчатьщо
уцентральнійнервовійсистеміекзогеннийферитинможемодулювати
гомеостазглутаматузалізозалежнимтазалізонезалежнимшляхомОрімтого
феритиннеможебутивикористанийякмодельмагнітнихнаночастинок
покритихполімерами
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