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Загальна Характеристика роботи
Актуальність теми. Цукровий діабет є розповсюдженою причиною виникнення важких ускладнень та інвалідизації населення в розвинених країнах світу. Незважаючи на значні досягнення в вивченні патогенезу цього захворювання та розроблення системи засобів терапевтичної корекції, відбувається постійне зростання кількості хворих на цукровий діабет. Всесвітня організація охорони здоров’я змушена констатувати, що темпи розповсюдження цієї патології набувають ознак епідемії. Так, прогнозується зростання кількості хворих на діабет з 171 млн. в 2000 році до 366 млн. в 2030 році (Wild S. et al., 2004). Оскільки цукровий діабет 1 типу вражає осіб працездатного віку та призводить до інвалідизації, прямі та опосередковані збитки суспільства є досить великими. 

Останніми десятиріччями накопичуються експериментальні та клінічні дані, що вказують на наявність пошкодження мозку під час розвитку діабету. Поступово прогресуючі зміни структури та функції мозку позначають терміном «діабетична енцефалопатія», що має певні клінічні прояви. У хворих на цукровий діабет 1 типу виникають розлади когнітивної сфери. Так, розв’язання тестових завдань показує зниження рівня уважності, швидкості моторних та розумових процесів (Prikryl R., 2007; Ryan C.M., 2005). Інші дослідження вказують на помірні зміни запам’ятовування, навчання та переробки інформації (Biessels G.J., 1999). В експериментальних дослідженнях на щурах було встановлено порушення поведінкової активності, зниження реакцій пасивного уникання та погіршення здатності орієнтуватися в просторі (Baydas G. еt al, 2003). 

Вважається, що однією з патогенетичних ланок цих порушень є пошкодження гіпокампа – структури, що приймає участь в процесах запам’ятовування та навчання, орієнтування в просторі та регуляції активності ГГНС (Kamal A. et al., 2003; Lathe R., 2001). 

Дослідження багатьох наукових груп дозволили отримати цілу низку доказів, що свідчать про порушення структури та електричних властивостей нейронів гіпокампа під час довготривалого перебігу цукрового діабету (Artola A. et al., 2005; Biessels G.J. et al., 1996; Trudeau F. et al., 2004). Після четвертого тижня розвитку захворювання реєструється значне зниження експресії NR2B субодиниці NMDA-рецептора та її CAMKII-залежного фосфорилювання (Di Luca M. et al., 1999; Gardoni F. et al. 2002), порушується гомеостаз Са2+ (Biessels G.J., 2005) та формування довготривалої потенціації (LTP) нейронами зони CА1 (Chabot C. et al., 1997). Нейрони зазнають ультраструктурних змін, частина клітин гіпокампа гине шляхом апоптозу (Li Z.G. et al., 2002). Отже, зміни стану гіпокампа на пізніх етапах розвитку захворювання вивчені досить ретельно. Однак в останні роки з’являються наукові праці, в яких наводяться факти, що свідчать про виникнення ознак нейродегенерації та активації астрогліальних клітин в гіпокампі експериментальних тварин в перші тижні розвитку цукрового діабету (Magarinos A.M. et al., 2000; Revsin Y. et al., 2005). Пошкодження гіпокампа під час довготривалого перебігу діабету є фактом, що доведений багатьма дослідженнями, проте залишається недостатньо з’ясованим питання щодо змін стану нейронів та астроцитів гіпокампа в перші тижні розвитку цукрового діабету 1 типу. Окрім цього, відсутні дані, які б свідчили про механізми пошкодження гіпокампа в ранній період розвитку цукрового діабету. 

У зв’язку з вищесказаним, вивчення змін стану нейронів та астроцитів в гіпокампі щурів на ранніх етапах розвитку експериментального цукрового діабету є актуальним. Також важливим є з’ясування можливої деструктивної дії глюкокортикоїдних гормонів за допомогою метирапону — речовини, що пригнічує синтез цих гормонів та знижує їх концентрацію в сироватці крові. Практичне значення цієї роботи полягає у вивченні початкових етапів патогенезу цукрового діабету та визначенні вкладу глюкокортикоїдних гормонів в пошкодження гіпокампа. Ці дані можуть бути використані для розробки нових підходів  профілактики розвитку нейродегенеративних процесів в центральній нервовій системі.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.  Дослідження, результати яких відображені в даній роботі, пов’язані з науковими темами відділу цитології Інституту фізіології ім. О.О.Богомольця НАН України:

- фармакологічна та немедикаментозна протекція гіпокампа при моделюванні нейродегенеративних захворювань (ішемія мозку та цукровий діабет), яка є частиною загальної науково-дослідницької теми Інституту фізіології ім. О.О. Богомольця «Механізми внутрішньоклітинної та міжклітинної сигналізації; вивчення шляхів їх модуляції та пошук нових фармакологічних впливів» (№ держреєстрації 0107U010843);

- дослідження підтримані грантом Президента України для молодих вчених "Вивчення можливості застосування блокаторів глюкокортикоїдів для гальмування нейродегенерації та астрогліозу у гіпокампі при діабеті".
Мета і завдання дослідження. Метою роботи було вивчити зміни стану нейронів і астроцитів в гіпокампі щурів та дослідити можливість їх корекції за допомогою метирапону на ранніх етапах розвитку експериментального  цукрового діабету. 

Для досягнення цієї мети були поставлені такі завдання: 

1.      Вивчити зміни морфології нейронів гіпокампа протягом перших двох тижнів розвитку цукрового діабету.

2.      Вивчити зміни морфофункціонального стану астрогліальних клітин гіпокампа в перші два тижні розвитку цукрового діабету.

3.      Дослідити зміни стану клітин гіпокампа шляхом вивчення вмісту GFAP, NCAM, S100B та експресії мРНК Bcl-2, FRAP, субодиниць протеасом PSMB5 та PSMB9.

4.      Оцінити вплив блокатора синтезу глюкокортикоїдних гормонів метирапону на стан нейронів гіпокампа в різні строки після індукції цукрового діабету.
Об’єкт дослідження: цукровий діабет 1 типу.
Предмет дослідження: зміни стану нейронів та астроцитів в гіпокампі щурів в ранній період розвитку експериментального цукрового діабету; зміни кількісних характеристик та морфології нейронів гіпокампа діабетичних щурів на фоні введення блокатора глюкокортикоїдних гормонів метирапону.
Методи дослідження. Для досягнення поставленої мети був використаний метод моделювання експериментального цукрового діабету шляхом введення стрептозотоцину. Для вивчення стану нейронів та астроцитів було здійснено імуногістохімічне визначення маркерних білків (NeuN, GFAP, S100B, Bcl-2, MAP-2, caspase-3), флуоресцентного маркеру Hoechst-33342, що дозволило дослідити зміни стану нейронів та астроцитів на ранніх етапах розвитку цукрового діабету. Одночасне визначення трьох (NeuN, GFAP та Hoechst-33342) маркерів (потрійне забарвлення) з використанням конфокального мікроскопу дозволило дослідити морфологію клітинних елементів та зміни просторових співвідношень між нейронами та астроцитами. За допомогою імуноферментного методу було вивчено вміст білків GFAP, S100B та NCAM в тканині гіпокампа. З метою з’ясування внутрішньоклітинних механізмів, що відбуваються в нейронах та астроцитах гіпокампа в ранній період розвитку цукрового діабету 1 типу, було визначено активність експресії білків Bcl-2, FRAP, PSMB5 та PSMB9 методом полімеразної ланцюгової реакції реального часу. Для оцінки статистичної достовірності відмінностей використовували t‑критерій Ст’юдента, а також метод ANOVA.  
Наукова новизна отриманих результатів. Вперше проведено комплексні імуногістохімічні та імуноферментні дослідження стану гліальних та нервових клітин гіпокампа протягом перших двох діб після індукції цукрового діабету у щурів. Вперше проведено потрійне імуногістохімічне забарвлення зрізів мозку та вивчення стану нейронів та астроцитів в ранні строки розвитку експериментального цукрового діабету. Вперше проведено визначення рівня експресії FRAP, субодиниць протеасом PSM5 та PSM9 методом полімеразної ланцюгової реакції реального часу в гіпокампі щурів з експериментальним цукровим діабетом. Вперше продемонстровано, що пригнічення синтезу глюкокортикоїдних гормонів за допомогою метирапону в перші дві доби розвитку експериментального цукрового діабету знижує вираженість нейродегенеративних процесів в гіпокампі.
Практичне значення отриманих результатів. Результати проведених досліджень мають істотне значення для поглиблення уявлень про зміни структури та функції нейронів та астроцитів в гіпокампі в ранній період розвитку цукрового діабету 1 типу, що має важливе теоретичне значення для патофізіології і практичне – для клінічної ендокринології і діабетології. В експериментах з введенням метирапону отримані дані, які вказують на участь глюкокортикоїдних гормонів в провокуванні нейродегенеративних змін, що може мати важливе значення для розробки нових методів фармакологічної корекції порушень мозку у хворих на цукровий діабет. Оскільки метирапон є фармпрепаратом, що використовується в клінічній практиці, після додаткових досліджень він може бути використаний в комплексній терапії цукрового діабету.
Особистий внесок здобувача. Здобувачем самостійно проведений аналіз літературних даних, розроблена схема реалізації завдань дослідження, проведені експерименти на тваринах, виконана гістологічна обробка матеріалу, здійснений підбір клітинних маркерів, імунофлуоресцентне забарвлення зрізів гіпокампа та їх вивчення за допомогою конфокального мікроскопу, проведений морфометричний та морфологічний аналіз отриманого матеріалу. Також проведений математичний та статистичний аналіз результатів, написання розділів дисертації. Імуноферментне вивчення рівня вмісту білків GFAP, S100B, та NCAM в тканині гіпокампа було здійснено за участю проф. Ушакової Г.О. Дослідження рівня експресії білків Bcl-2, FRAP, PSM5 та PSMB9 проводилося в лабораторії молекулярної біології у співпраці з д.м.н. Досенко В. Є. Розробка алгоритмів та програмна реалізація системи автоматичного аналізу зображень була здійснена у співпраці з науковим співробітником відділу цитології Орловським М. О. На різних етапах роботи також допомагали співробітники відділу цитології д.б.н. Ніконенко А.Г., к.б.н. Коваленко Т.Н., Осадченко І.О., к.б.н. Лушнікова І.В., к.б.н. Півнева Т.А., к.м.н. Цупіков О.М. та ін.  
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації слухали та обговорювали на: XI міжнародному конгресі студентів і молодих вчених, присвяченому 50-річчю заснування ТДМУ (Тернопіль, 2007 р.); симпозіумі з конфокальної мікроскопії у галузі нейронаук (Belgrade, Serbia September, 2007); симпозіумі «Молекулярні механізми регуляції синаптичної передачі» (Київ, Україна, 2007 р.); конференції для молодих учених Інституту фізіології ім. О.О. Богомольця та Ненські Інституту експериментальної фізіології «Ukrainian-Poland Conference for young scientists» (Київ, 2007); IV міжнародному міждисциплінарному конгресі «Нейронаука для медицины и психологии» (Судак, 2008); IV конференції українського товариства нейронаук з міжнародною участю (Донецьк, 2008); FENS forum (Geneva, Switzerland, 2008); VI international symposium on Experimental and Clinical Neurobiology (Cosice, Slovakia, 2008).
Публікації. Результати дисертації викладені в 13 публікаціях: статті, надруковані у виданнях, визнаних ВАК України — 5, тези конференцій, симпозіумів, з’їздів — 8.
Структура та об’єм дисертації. Дисертація викладена на 149 сторінках і містить: список скорочень, вступ, огляд літератури, розділ матеріалів і методів досліджень, розділ результатів досліджень, аналізу і узагальнення результатів дослідження, висновки та список використаних джерел. Робота ілюстрована 23 рисунками. Перелік використаної літератури містить посилання на 310 наукових праць.

Основний зміст
Матеріали та методи досліджень. Дослідження виконані на 165 статевозрілих самцях щурів лінії Вістар масою 200-250 г., які були отримані з віварію Інституту фізіології ім. О.О.Богомольця. Тварини знаходилися в умовах природного світлового режиму та у вільному доступу до води та їжі. Усі експерименти були виконані на тваринах з дотриманням норм та принципів Європейської конвенції про захист хребетних тварин (European convention for the protection of vertebrate animals used for experimental and other scientific purposes, 1986). Для дослідження змін стану нервової системи була використана стрептозотоцинова модель індукції цукрового діабету. Цей спосіб моделювання діабету є визнаним в світі, оскільки стрептозотоцин вибірково пошкоджує β-клітини острівців Лангерганса та дуже швидко метаболізується в організмі без утворення токсичних речовин (Полторак В.В., и соавт., 1989). Одноразове внутрішньочеревне введення стрептозотоцину (Sigma-Aldrich, США), розчиненого в  0,1 М цитратному буфері (45 мг/кг), призводило до виникнення симптомів цукрового діабету вже після третьої доби. 

В роботі було здійснено дослідження стану нейронів та астроцитів гіпокампа у контрольних тварин та у щурів з експериментальним цукровим діабетом на 3, 7 та 14 добу від початку патологічного процесу. Ці проміжки часу були обрані з урахуванням динаміки глікемії у тварин із стрептозотоциновим цукровим діабетом (Орловский М.А., 2004).

На першому етапі роботи з метою виключення прямого токсичного впливу стрептозотоцину на клітини гіпокампа було здійснено вивчення його прямої дії на клітини органотипової культури гіпокампа. Для проведення експерименту відбирали життєздатні культивовані слайси гіпокампа. Для визначення дії стрептозотоцину на нейрони гіпокампа здійснювали інкубацію зрізів в середовищі, що містила 0,2 мкМоль/л антибіотику протягом 30 хвилин. Наявність виникнення нейронів, що забарвлені пропідиумом йодидом, свідчить про пошкодження клітин. Стан слайсів оцінювали за допомогою інвертованого мікроскопу Zeiss Telaval 31.

На другому етапі дослідження було здійснено вивчення змін морфології нейронів та астроцитів в гіпокампі щурів на 3, 7 та 14 добу після введення стрептозотоцину. 

З метою оцінки взаємного розташування нейронів, астроцитів та визначення стану хроматину в клітинах ми здійснювали потрійне забарвлення зрізів гіпокампа Hoechst-33342, антитілами проти GFAP та NeuN. Вторинні антитіла були підібрані таким чином, щоб спектри їх емісії мали мінімальне перекриття. Це дозволило здійснити потрійне забарвлення зрізів гіпокампа та вивчити флуоресценцію Hoechst-33342, Alexa-488 та Alexa-568 в окремих каналах чи поєднуючи зображення разом. Барвник Hoechst-33342 здатен зв’язуватись з ДНК, що дозволяє оцінити стан хроматину та ідентифікувати клітини з ознаками дегенерації. Кількість нейронів пірамідного шару СА1, СА2 та СА3 зон гіпокампа та їх розподіл визначали з використанням антитіл до специфічного нейронального протеїну NeuN. Оскільки цей протеїн локалізується переважно всередині ядра, досить зручним виявлялося підрахування кількості клітин, але визначення морфології відростків було неможливим. З метою дослідження стану дендритів ми здійснювали забарвлення тканини гіпокампа антитілами до білку мікротрубочок (MAP-2). Морфологію астроцитів, їх кількість та площу вивчали з застосуванням антитіл до специфічного астроцитарного білка GFAP. З метою вивчення внутрішньоклітинних змін здійснювали імуногістохімічне визначення маркерних білків в нейронах (caspase-3, Bcl-2) та астроцитах (S100B). Зрізи досліджували за допомогою конфокального мікроскопу FV1000-BX61WI (Olympus, Японія). 

В препаратах, що були оброблені Hoechst-33342, ідентифікували нейрони з конденсованим та інтенсивно забарвленим хроматином та визначали їх кількість на 1 мм2 площі тканини для кожної зони окремо. Кількість астроцитів, площу GFAP-позитивного матеріалу в клітинах та фактор форми визначали, користуючись програмою аналізу зображення Image Tool та Corel Photo Paint. Для зрізів, що були забарвлені антитілами проти caspase-3, вивчали кількість клітин на 1 мм2, площу клітини та інтенсивність флуоресценції, визначали кількість S100B-позитивних клітин.

Також було проведено імуноферментне визначення вмісту розчинної та філаментної фракції GFAP, мембранної та розчинної форми NCAM та білку S100B в тканині гіпокампа. Окрім цього, за допомогою методу полімеразної ланцюгової реакції реального часу визначали рівень експресії антиапоптотичного фактору Bcl-2, субодиниць протеасом PSMB5 та PSMB9, фактора FRAP.   

На останньому етапі досліджень з метою визначення впливу глюкокортикоїдних гормонів на стан гіпокампа в перші два тижні розвитку цукрового діабету вводили блокатор синтезу глюкокортикоїдних гормонів — метирапон (Sigma-Aldrich, США). Розчин метирапону вводили щурам з експериментальним цукровим діабетом протягом 7 та 14 днів від введення стрептозотоцину. Двічі на день з інтервалом в 12 годин здійснювали підшкірні ін’єкції метирапону, який безпосередньо перед введенням розводили в стерильному фізіологічному розчині. Дворазове введення метирапону в дозі 100 мг/кг є достатнім для зниження концентрації кортикостероїдів в сироватці крові (Wright R.L. et al. 2006). Стан нейронів та астроцитів досліджували за допомогою імуногістохімічного визначення NeuN та GFAP в гіпокампі щурів, яким вводили метирапон протягом 7 та 14 діб від початку цукрового діабету.

Математична та статистична обробка результатів досліджень проводилася за допомогою персонального комп’ютера та програмних пакетів Excel XP (Microsoft Corp., США) и STATISTICA 6.0 (StatSoft Inc., США). Достовірність різниці між групами перевіряли за допомогою t-критерію Ст’юдента. Для визначення достовірності міжгрупових відмінностей також застосовували однофакторний дисперсійний аналіз ANOVA. Достовірними вважалися міжгрупові відмінності з рівнем значущості більше 95 % (p<0.05).
Результати досліджень та їх обговорення. Для перевірки адекватності застосування стрептозотоцину для індукування експериментального цукрового діабету було проведено дослідження прямої токсичної дії стрептозотоцину на нейрони в умовах культивування органотипової культури гіпокампа.

Визначення некротично змінених клітин за допомогою інкубації зрізів гіпокампа з пропідиумом йодидом показало відсутність виникнення червоного забарвлення клітин після 30-хвилинної інкубації з 0,2 М розчином стрептозотоцину. На нашу думку, це вказує на відсутність прямої токсичної дії стрептозотоцину на клітини гіпокампа. Також відомо, що стрептозотоцин не здатний проникати повз гематоенцефалічний бар’єр та швидко метаболізується із створенням нетоксичних речовин (Орловский М.А., 2006; Adolphe A.B. et al., 1975). Всі ці дані дозволяють нам вважати коректним використання стрептозотоцинової моделі для вивчення змін нейронів та астроцитів в гіпокампі під час розвитку діабету 1 типу.
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Рис. 1. Мікрофотографії нейронів пірамідного шару СА1 зони гіпокампа в контролі (A) та на 7 день розвитку сахарного діабету (Б). Реакція непрямої імунофлуоресценції з антитілами до нейронального маркеру NeuN.
 
В пірамідному шарі контрольних тварин розташовано декілька рядків пірамідних клітин (рис. 1А). Забарвлені хроматиновим барвником Hoechst, ядра більшості клітин флуоресціювали помірно, хроматин був дифузно розподілений в межах ядра. 
 



Рис. 2. Діаграми щільності розташування нейронів в СА1 (А), СА2 (Б) та СА3 (В) зонах гіпокампа в різні терміни після індукування експериментального цукрового діабету (під стовпчиками вказана кількість діб). Достовірність відмінностей оцінювали, користуючись методом ANOVA; * p < 0,05 по відношенню до контролю; # p < 0,05 по відношенню до попереднього терміну діабету.
 
Протягом перших двох тижнів експериментального діабету реєструвалося зниження щільності розташування нейронів СА1, СА2 та СА3 зон. Вже на третю добу розвитку патологічного процесу спостерігалося достовірне (p<0,01) зменшення кількості пірамідних нейронів в зоні СА2 до 178,79 ± 8,03 клітин/мм2 порівняно з 220,19 ± 13,98 кл/мм2 в контролі, в той час як в зонах СА1 та СА3 зміни кількості нейронів не були вірогідними (Рис. 2). 

Таблиця 1

Кількість клітин з ознаками конденсації хроматину (Hoechst-33342) в різних зонах гіпокампа в нормі та при цукровому діабеті тривалістю 7 діб 
(M ± m)
 
На сьому добу розвитку діабету визначалося зменшення товщини пірамідного шару гіпокампа (рис. 1), що співпадало із вірогідним зниженням щільності розташування нейронів в зонах СА1 та СА3 на 9 та 7 % відповідно (рис. 2 А, В), збільшенням кількості клітин із ознаками конденсації хроматину (табл. 1).

Протягом другого тижня розвитку діабету в зонах СА1 та СА3 відбувалося подальше зниження щільності розташування NeuN-позитивних клітин (рис. 2 А, В), в той час як кількість нейронів із ознаками конденсації хроматину в даний проміжок часу не зазнавала вірогідних змін (табл. 1).

Узагальнюючи вищенаведені дані, можна зробити висновок, що найбільш ранні та істотні зміни структури пірамідного шару гіпокампа під час розвитку діабету спостерігаються в СА2 зоні. Стан нейронів СА1 та СА3 зони змінюється більш повільно: зниження кількості NeuN-позивних нейронів спостерігається починаючи з сьомої доби та, на відміну від СА2 зони, продовжується до 14 доби від введення стрептозотоцину. Можливою причиною високої вразливості клітин цієї зони може бути недостатність захисних механізмів чи активацією проапоптичних факторів (Biessels G.J., 996). Зменшення щільності розташування NeuN-позитивних клітин поряд із збільшенням кількості клітин з ознаками конденсації хроматину може свідчити про розвиток нейродегенерації в гіпокампі протягом перших двох тижнів розвитку цукрового діабету.

Зміни структури відростків можуть розглядатися у якості ранніх ознак пошкодження нервових клітин (Matesic D.F. et al., 1994). Для вивчення стану дендритів, ми здійснювали визначення МАР-2- позитивної флуоресценції в гіпокампі протягом розвитку цукрового діабету. Рівень флюоресценції MAP-2-імунопозитивних волокон в СА1 зоні гіпокампа знижувався вже на 3 добу розвитку цукрового діабету, проте кількість NeuN-позитивних клітин не зменшувалася.  Це може свідчити про те, що на третю добу розвитку діабету формуються певні ознаки пошкодження не тільки в СА2, але й в СА1 зоні гіпокампа. 

Імуноферментне визначення вмісту NCAM в гіпокампі щурів показало, що на третю добу розвитку діабету відбувається зниження розчинної та мембранної форми (з 4,09 ± 0,12 мг NCAM/мл в контролі до 3,26 ± 0,29 мг NCAM/мл на 3 добу діабету та з 98,32 ± 7,08 мг NCAM/мл в контролі до 65,43 ± 6,03 мг NCAM/мл на 3 добу діабету відповідно) (рис. 3). В сукупності з даними про зниження інтенсивності флуоресценції МАР-2-імунопозитивних волокон можна висунути припущення, що значне зниження вмісту мембранної форми NCAM в гіпокампі може відбуватися за рахунок зменшення розгалуженості дендритного дерева та втрати певної частини синаптичних зв’язків. 

На 7 добу вміст мембранної та розчинної форми NCAM в гіпокампі порівняно з третьою добою діабету достовірно збільшувався. Ці дані (рис. 3) вказують на те, що рівень NCAM на 7 добу діабету відновлювався після зниження, що було зареєстровано на 3 добу. Зростання вмісту обох форм NCAM може свідчити про активацію синтезу молекул адгезії, що грають важливу роль у формуванні нових міжклітинних зв’язків після пошкодження нервової тканини.
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Рис. 3. Діаграми вмісту розчинної (А) та мембранної (Б) форми NCAM в тканині гіпокампа щурів в нормі та при діабеті тривалістю 3, 7 та 14 діб,

* — достовірна різниця у порівнянні з попередньою групою (p<0,05);

** — достовірна різниця у порівнянні з попередньою групою (p<0,001).
 
Вміст розчинної форми NCAM в гіпокампі на 14 добу розвитку діабету порівняно з 7 добою достовірно знижувався (рис. 3), вміст мембранної форми, навпаки, збільшувався, що може розглядатися як ознака реактивного синаптогенезу, який розвивається в ушкодженій нервовій тканині та свідчить про формування синаптичних контактів під час ремоделювання гіпокампа.

Рівень розчинної та філаментної фракцій GFAP в гіпокампі вивчали за допомогою імуноферментного методу. Вміст розчинної форми GFAP в нормі був майже в 10 разів меншим, ніж рівень філаментної форми (табл. 2), що свідчить про те, що в фізіологічних умовах більша частина цього білку є компонентом цитоскелету. 

На третю добу від введення стрептозотоцину спостерігалися значні зміни морфології астроцитів. Кількість клітин в СА1 та СА2 зонах гіпокампа достовірно знижувалася (рис. 4А), також відбувалося майже двократне зниження середньої площі клітин у всіх зонах (рис. 4Б). Площа астроцитів зменшувалася за рахунок зменшення довжини та розгалуженості відростків, в той час як сома клітини флуоресціювала досить інтенсивно. Зменшення кількості та структури відростків у кількісному еквіваленті виражалося зменшенням фактора форми астроцитів на 3 добу розвитку діабету порівняно з контролем (рис. 4В). 
 



Рис. 4. Діаграми кількості (А), площі (Б) та значення форм-фактору (В) GFAP –позитивних астроцитів СА1, СА2 та СА3 зон гіпокампа у щурів в нормі та з цукровим діабетом тривалістю 3, 7 та 14 діб,

* — достовірна різниця у порівнянні з контрольною групою (p<0,05);

** — достовірна різниця у порівнянні з контрольною групою (p<0,001).
На сьому добу діабету відбувалися зворотні зміни: збільшувалася площа клітин, зростала товщина та довжина відростків та ступінь їх раміфікації. Згідно із даними, наведеними на рис. 4Б, площа GFAP-позитивного матеріалу достовірно збільшувалася порівняно з попереднім терміном діабету, в СА1 зоні площа астроцитів достовірно перевищувала рівень контролю. Збільшення розгалуженості відростків призводило до ускладнення форми та закономірного зростання фактору форми в СА1, СА2 та СА3 зонах гіпокампа. Найбільш суттєве збільшення фактору форми спостерігалося в зоні СА2 гіпокампа (рис. 4В). 

На 14 добу цукрового діабету відбувалося достовірне зниження кількості GFAP-позитивних астроцитів в СА1, СА2 та СА3 зоні гіпокампа (рис. 4А). Паралельно із цим процесом спостерігалося зростання площі астроцитів в СА1 та СА3 зоні з одночасним збільшенням фактору форми клітин у всіх досліджуваних зонах гіпокампа (рис. 3В).

Вміст розчинної форми GFAP змінювався подібно до змін площі астроцитів. Так, на третю добу діабету цей показник знижувався майже вдвічі (з 6,77 ± 0,36 мг/мл в контролі до 3,45 ± 0,37 мг/мл при діабеті), вміст філаментної форми зменшувався більш ніж в 3 рази (з 59,74 ± 7,45 мг/мл до 15,84 ± 2,21 мг/мл), що ймовірно свідчило про ремоделювання структури цитоскелету астроцитів під впливом факторів альтерації вже на третю добу розвитку експериментального цукрового діабету (табл. 2).

Таблиця 2

Вміст розчинної та філаментної форми GFAP та білка S100B в гіпокампі щурів в нормі та на 3, 7 та 14 добу від введення стрептозотоцину (M ± m)
	Назва серії досліджень 
	Вміст GFAP, мг/мл
	Вміст S100B, мг/мг загального білку

	
	Розчинна форма
	Філаментна форма
	

	Контроль
	6,77 ± 0,36
	59,74 ± 7,45 
	1,58 ± 0,15

	Діабет, 3 доби
	3,45 ± 0.37
	15,84 ± 2,21 
	3,59 ± 0,28

	Діабет, 7 діб
	6,50 ± 0,63
	25,90 ± 4,61 
	2,31 ± 0,36

	Діабет, 14 діб
	13,91 ± 1,37
	65,06 ± 5,09 
	1,80 ± 0,13 


 
Отже, після зниження кількості та спрощення форми астроцитів, яке реєструвалося на третю добу діабету, відбувалося зростання популяції астроцитів в гіпокампі та явища їх гіпертрофії на сьомий день розвитку патологічного процесу. Ці морфологічні зміни супроводжувалися зростанням вмісту обох форм GFAP в гіпокампі (табл. 2). 

Отримані нами дані свідчать про те, що на 7 та 14 добу розвитку цукрового діабету відбувається розвиток реактивного астрогліозу. Наприкінці другого тижня реєструвалося значне збільшення загального вмісту GFAP в нервовій тканині, що свідчить про активну участь астроцитів в процесах ремоделювання гіпокампа в цей період розвитку експериментального цукрового діабету.
В умовах дії пошкоджуючих факторів в астроцитах збільшується синтез кальцій-зв’язуючого білка S100B. На 3 добу цукрового діабету значно збільшувалася кількість S100B-позитивних астроцитів порівняно з контролем, в подальшому, рівень S100B в тканині гіпокампа та кількість S100B-позитивних клітин зменшувалися, що може свідчити про зниження вкладу кальцій-опосередкованих механізмів після сьомої доби розвитку діабету в процеси ремоделювання гіпокампу. 

Оскільки пошкодження клітин призводить до змін експресії генів, а також вмісту маркерних білків, виявлення цих змін може бути корисним для визначення факторів альтерації та механізмів загибелі клітин. В перші два тижні розвитку патологічного процесу методом непрямої імуногістохімії та конфокальної мікроскопії ми ідентифікували клітини, що містять проапоптотичний білок caspase-3 та протиапоптотичний фактор Bcl-2.

На третю та сьому добу після введення стрептозотоцину площа caspase-3- імунопозитивного матеріалу достовірно зростала, що може вказувати на активацію апоптотичної загибелі клітин та бути причиною зниження кількості нейронів пірамідного шару гіпокампа. На 14 добу спостерігалося зменшення кількості caspase-3-позитивних клітин до контрольного рівня, площа клітин та інтенсивність їх флюоресценції також наближались до контрольних значень, що може вказувати на зменшення інтенсивності нейродегенеративного процесу наприкінці другого тижня розвитку експериментального цукрового діабету. За даними методу полімеразної ланцюгової реакції реального часу рівень Bcl-2 достовірно зростав тільки на 7 добу розвитку діабету, що може бути реакцією на збільшення активності експресії caspase-3.

На третю добу після введення стрептозотоцину експресія FRAP, PSMB5 та PSMB9 достовірно збільшувалася. Найбільших змін зазнавав рівень PSMВ-9, який зростав більше, ніж в чотири рази. Це може свідчити про активацію функції протеасом та відображати зміни функціонування нервових клітин на початкових етапах розвитку цукрового діабету. На 7 добу зростав рівень синтезу РНК PSMВ-9, що може свідчити про продовження пошкоджуючого впливу на нейрони гіпокампа, збільшення вмісту білків із зміненою третинною структурою та збереження необхідності в протеосомальній деградації білкових молекул наприкінці першого тижня розвитку цукрового діабету.

Зменшення кількості NeuN-позитивних клітин, збільшення кількості нейронів з ознаками конденсації хроматину, порушення стану дендритного дерева, зміни вмісту NCAM та експресії caspase-3, PSMB5 та PSMB9, виникнення реактивного астрогліозу свідчить про наявність нейродегенеративних процесів в гіпокампі протягом перших двох тижнів розвитку цукрового діабету. Згідно літературних даних, під час формування цієї патології відбувається зростання рівня глюкокортикоїдів в сироватці крові (Chan O. et al., 2002). Також відомо, що нейрони гіпокампа мають велику кількість рецепторів до глюкокортикоїдних гормонів та дуже чутливі до їх впливу саме за умов гіперглікемії та гіпоінсулінемії (Van Eekelen J.A. et al., 1992; Kang S. et al., 2003). 

З метою визначення можливого негативного впливу глюкокортикоїдів на нейрони гіпокампа було застосовано введення блокатора синтезу цих гормонів метирапону. 

На третю добу розвитку діабету в групі тварин, що не отримували ін’єкцій метирапону, кількість NeuN-позитивних нейронів пірамідного шару знижувалася тільки в СА2 зоні гіпокампа (рис. 5). Введення метирапону призводило до нівелювання зниження кількості нейронів в період з першої до третьої доби розвитку діабету  (рис. 5). У діабетичних тварин спостерігалося достовірне зниження кількості астроцитів в СА1 та СА2 зоні, тоді як введення метирапону призводило до збереження їх кількості у всіх зонах гіпокампа. Протягом перших трьох діб діабету істотно знижувалася площа GFAP-позитивних клітин. В групі тварин, що отримували ін’єкції метирапону, також відбувалося зменшення площі астроцитів нижче контрольного рівня, але кількість клітин була достовірно вище, ніж під час розвитку діабету.

В групі тварин, що не отримували ін’єкцій метирапону, кількість нейронів в СА1, СА2 та СА3 зоні пірамідного шару на 7 добу знижувалася на 7,2%, 23,7% та 8,9% відповідно. Введення блокатора глюкокортикоїдних гормонів призводило до нівелювання відмінностей між кількістю нейронів пірамідного шару у тварин, що протягом 7 діб хворіли на цукровий діабет, та контролем. Площа астроцитів в СА1 зоні гіпокампа на 7 добу діабету у щурів, що не отримували блокатор синтезу глюкокортикоїдних гормонів, збільшувалася. Проте, введення метирапону нівелювало спричинене діабетом збільшення площі астроцитів. Таким чином, на фоні введення метирапону реакція астроцитів СА1 зони гіпокампа на 7 добу розвитку діабету характеризувалася збільшенням кількості GFAP-позитивних клітин та незмінною їх площею. 

В СА2 зоні гіпокампа площа астроцитів у діабетичних тварин дорівнювала контрольним значенням. За умов введень метирапону, площа GFAP-позитивних клітин була достовірно нижчою як у порівнянні з відповідною групою діабетичних щурів, так і з контролем. Площа астроцитів у таких тварин на 7 добу розвитку діабету не відрізнялася від значень, які були притаманні для третьої доби (рис. 5). Таким чином, зростання кількості астроцитів в СА2 зоні на 7 добу формування патологічного процесу не супроводжувалося збільшенням площі клітин у тих тварин, що отримували метирапон.
 
В СА3 зоні гіпокампа на 7 добу розвитку діабету спостерігалося зростання кількості GFAP-позитивних клітин в обох експериментальних групах тварин з цукровим діабетом. Площа клітин в групі щурів, що отримували метирапон, протягом 7 діб достовірно збільшувалася у порівнянні з 3 добою захворювання. В той час, як цей показник у тварин без введень метирапону був вищим за контроль, введення блокатора призводили до нормалізації площі клітин на 7 добу розвитку діабету.  

Кількість NeuN-імунопозитивних нейронів в СА1, СА2 та СА3 зоні на 14 добу знижувалося (на 20,3% 26,9% та 18,1% відповідно) порівняно з контролем, в той час як у діабетичних тварин, що отримували метирапон,  це зниження становило 11,5%, 16,7% та 8,6 % відповідно (рис. 5). Таким чином, протективний ефект блокатора зберігався протягом другого тижня розвитку цукрового діабету, але на 14 добу спостерігалося достовірне зменшення кількості NeuN-позитивних нейронів у всіх досліджуваних зонах гіпокампа у порівнянні з контролем.  

Кількість GFAP-позитивних клітин у СА1, СА2 та СА3 зонах гіпокампа на 14 добу розвитку діабету достовірно перевищувала контрольний рівень. Введення метирапону призводили до повернення цього показника до контрольного рівня.   Площа астроцитів у всіх досліджуваних зонах гіпокампа достовірно перевищувала контроль, тоді як введення метирапону призводили до нормалізації цього показника в СА1 та СА2 зонах. У діабетичних щурів площа астроцитів СА3 зони була вищою за контроль незалежно від введень метирапону (рис. 5). 

Отже, введення блокатора синтезу глюкокортикоїдних гормонів метирапону під час розвитку цукрового діабету призводить до зміни реакції нейронів та астроцитів в ранні терміни розвитку захворювання. Зниження кількості нейронів реєструється тільки на 14 добу розвитку діабету. Такі відмінності динаміки зниження кількості NeuN-позитивних нейронів можуть свідчити про те, що вплив глюкокортикоїдів є вагомим компонентом пошкодження для нейронів пірамідного шару гіпокампа під час розвитку цукрового діабету.

Також отримані дані свідчать про те, що введення метирапону не впливає на зміни кількості GFAP-позитивних клітин. Проте, площа клітин  СА1 та СА2 зоні зростає більш повільно та не перевищує контрольного рівня протягом 14 діб розвитку цукрового діабету. На нашу думку це може свідчити про те, що пригнічення синтезу глюкокортикоїдів протягом усього періоду розвитку діабету приводить до обмеження активації астроцитів, яке може грати певну роль в підтриманні пошкодження нейронів гіпокампа.  

Таким чином, в нашій роботі встановлено, що метирапон проявляє істотний протективний ефект у відношенні до нейронів гіпокампа в перший тиждень розвитку стрептозотоцинового цукрового діабету у щурів. Протективна дія зберігається протягом другого тижня розвитку патологічного процесу, але вона не є достатньою для повного захисту нейронів від дії ендогенних пошкоджуючих факторів. На нашу думку, отримані дані вказують на те, що на початкових етапах розвитку цукрового діабету глюкокортикоїдні гормони приймають активну участь в провокуванні пошкодження пірамідних нейронів гіпокампа. 

Позитивний ефект блокади синтезу глюкокортикоїдних гормонів на ранніх етапах розвитку цукрового діабету може відкрити нові перспективи для вивчення підходів до фармакологічної корекції когнітивних розладів, що спостерігаються у хворих на діабет.
 
ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі представлено результати дослідження змін стану нейронів та астроцитів в перші два тижні розвитку експериментального цукрового діабету та показано нейропротекторну дію багаторазових введень метирапону - блокатора синтезу глюкокортикоїдних гормонів. 

1.      Ознаки дегенерації нейронів та зміни стану астроцитів реєструються вже на третю добу розвитку експериментального цукрового діабету. Динаміка змін морфофункціонального стану нейронів та астроцитів відрізняється у залежності від зони гіпокампа. Найбільш ранні та виражені ознаки пошкодження нервових клітин спостерігаються в СА2 зоні, що проявляється зменшенням кількості NeuN-позитивних нейронів та найбільшою кількістю нейронів з ознаками конденсації хроматину.

2.      Визначені за допомогою антитіл до МАР-2 зміни стану дендритів свідчать про раннє виникнення патологічних змін дендритного дерева, що може розглядатися як ознака дегенерації нервових клітин гіпокампа під час розвитку експериментального цукрового діабету.

3.      Зміни співвідношення між розчинною та мембранною формою NCAM може свідчити про розвиток реактивного синаптогенезу, що формується в ушкодженій нервовій тканині, та створення нових синаптичних контактів під час ремоделювання гіпокампа.

4.      За допомогою вивчення морфології GFAP-позитивних клітин в гіпокампі та визначення вмісту GFAP в гіпокампі встановлено, що починаючи з сьомої доби розвитку діабету відбувається формування реактивного астрогліозу.

5.      Визначення рівня експресії PSMB5, PSMB9 та Bcl-2 в гіпокампі дозволило встановити, що під час розвитку діабету значно збільшується експресія субодиниці протеасом PSMB9 та відбувається незначна активація експресії антиапоптотичного білка Bcl-2. Це може свідчити про недостатність протиапоптотичних механізмів на тлі дії ендогенних факторів пошкодження під час розвитку цукрового діабету. Збільшення експресії FRAP може вказувати на зростання дії ростових факторів та свідчити про включення ендогенних нейропротекторних механізмів.

6.      Багаторазове введення блокатора глюкокортикоїдних гомонів  метирапону призводить до протективного ефекту у відношенні до нейронів гіпокампа та зменшує вираженість реактивного астрогліозу в перші два тижня розвитку стрептозотоцинового цукрового діабету у щурів.
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АНОТАЦІї:
Лебідь Ю.В. Дослідження нейронів та астроцитів гіпокампа в ранній період розвитку експериментального цукрового діабету.– Рукопис.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.04 – патологічна фізіологія. Інститут фізіології ім. акад. О.О. Богомольця НАН України, Київ, 2008.

Дисертація присвячена вивченню змін стану нейронів і астроцитів в гіпокампі щурів та дослідити можливість їх корекції на ранніх етапах розвитку експериментального  цукрового діабету. 

Встановлено, що дегенеративні зміни нейронів реєструються вже на третю добу, а ознаки реактивного астрогліоза — на 7 добу від моменту індукції цукрового діабету. Динаміка цих змін відрізняється у залежності від зони гіпокампа: найбільш ранні та виражені ознаки пошкодження нервових клітин спостерігаються в СА2 зоні. Вперше показано, що протягом перших 14 діб розвитку цукрового діабету відбуваються зміни структури дендритного дерева та ремоделювання гіпокампа. Визначення рівня експресії PSMВ5, PSMВ9 та Bcl-2 в гіпокампі дозволило встановити, що під час розвитку діабету значно збільшується експресія субодиниці протеасом PSMB9 та відбувається незначна активація експресії антиапоптотичного білка Bcl-2.   Багаторазове введення блокатора глюкокортикоїдних гомонів  метирапону призводить до протективного ефекту у відношенні до нейронів гіпокампа та зменшує вираженість реактивного астрогліоза в перші два тижня розвитку стрептозотоцинового цукрового діабету у щурів.

Ключові слова: гіпокамп, експериментальний цукровий діабет, нейродегенерація, астрогліоз, введення метирапону.
 
Лебедь Ю.В. М.А. Исследование нейронов и астроцитов гиппокампа в ранний период развития экспериментального сахарного диабета.– Рукопись.
Диссертация на соискание научной степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.04 – патологическая физиология. Институт физиологии им. акад. А.А. Богомольца НАН Украины, Киев, 2008.

Диссертация посвящена изучению изменений состояния нейронов и астроцитов в гиппокампе крыс и исседованию возможности их коррекции на ранних этапах развития экспериментального сахарного диабета.

Решение поставленной проблемы осуществлялось путем иммуногистохимической идентификации клеточных маркерных белков NeuN, GFAP, MAP-2, S100B, NCAM и caspase-3 c последующей визуализацией на конфокальном микроскопе. Содержание GFAP, NCAM  и S100B в гиппокампе оценивали иммуноферментным методом, а экспрессию PSMB5, PSMB9 и Bcl-2 определяли с помощью полимеразной цепной реакции реального времени. 

В работе установлено, что дегенеративные изменения нейронов обнаруживаются уже с третих суток, а признаки реактивного астроглиоза — с 7 суток развития экспериментального сахарного диабета. Динамика изменений морфофункционального состояния нейронов и астроцитов отличается в зависимости от зоны гиппокампа. Наиболее ранние и выраженные признаки повреждения нервных клеток наблюдаются в СА2 зоне, что проявляется уменьшением количества NeuN-позитивных нейронов, увеличением количества нейронов, экспрессирующих caspase-3 и наибольшим количеством клеток с признаками конденсации хроматина. Состояние дендритов, определяемое с применением антител к белку MAP-2, свидетельствует о раннем появлении патологических изменений дендритного дерева, а изменения содержания NCAM могут свидетельствовать о развитии реактивного синаптогенеза. 

Определение уровня экспрессии PSMB5, PSMB9 и Bcl-2 в гиппокампе позволило установить, что во время развития диабета значительно увеличивается уровень экспрессии субъединицы протеасом PSMB9 и отмечается незначительная активация экспрессии антиапоптотического белка Bcl-2. Многократное введение блокатора глюкокортикоидных гормонов метирапона приводит к протективному эффекту в отношении нейронов гиппокампа и уменьшает выраженность реактивного астроглиоза в первые две недели развития экспериментального сахарного диабета у крыс.

Ключевые слова: гиппокамп, экспериментальный сахарный диабет, нейродегенерация, астроглиоз, введения метирапона.
 
Lebed Y.V. Investigations of neurons and astrocytes in the early stage of experimental diabetes mellitus.– Manuscript.
Thesis for the candidate degree in medical sciences by specialty 14.03.04 – pathological physiology. Bogomolets Institute of Physiology of the National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 2008.

The dissertation is devoted to studying the state of neurons and astrocytes in rat hippocampus and to revealing the possibility of its compensation at the early stages of experimental diabetes development. 

It is shown, that the degenerative changes in neurons are registered at day 3 and the signs of reactive astrogliosis are revealed at day 7 from the induction of diabetes mellitus. The dynamics of such changes is differenced depending on the area af hippocampus. The most earlier and profound signs of alteration of nervous cells observed in CA2 field. It was shown for the first time that changes of dendritic tree and hippocampus remodeling occur during 14 days after diabetes oncet. Assessment of the expression level of PSMB5, PSMB9 and Bcl-2 in hippocampus indicated in significant elevation of proteasome subunit PSMB-9 and slight activation of antiapoptotic Bcl-2 expression. Multiple injection of glucocorticoid blocker metyrapone leads to neuroprotection in hippocampus and to decrease reactive astrogliosis during first two weeks of streptosotocine diabetes development in rats.

Key words: hippocampus, experimental diabetes mellitus, neurodegeneration, reactive astrogliosis, metyrapone administration.
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Рис. 5. Зміни кількості нейронів СА1, СА2 та СА3 зон гіпокампа протягом перших 7 та 14 діб розвитку цукрового діабету у контрольних щурів, тварин, що хворіли на цукровий діабет та діабетичних тварин, яким вводили метирапон;


* - достовірність відмінностей по відношенню до групи діабетичних тварин, що не отримували ін’єкцій метирапону.�
�
 









