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Тема дисертації:
1. Активний транспорт ГАМК у нервових терміналях головного мозку щурів за умов перинатальної гіпоксії та
його модулювання антиепілептичними сполуками

2. Active transport of GABA in the rat brain nerve terminals under conditions of perinatal hypoxia and its
modulation by antiepileptic compounds

Реферат/анотація:
1. Актуальність теми пов'язана з тим, що у світі спостерігається постійне зростання числа пацієнтів з
нейрологічними та нейродегенеративними захворюваннями, і це становить глобальну і дотепер невирішену
проблему сучасного суспільства. Детальне вивчення складного багатостадійного процесу нейротрансмісії є
абсолютно необхідним як для розвитку фундаментальної нейробіології та визначення механізмів розвитку
патологічних станів у нервовій системі, так і для терапевтичного модулювання нейрональної активності з
метою подолання нейрологічних розладів. Важливим завданням цієї роботи було дослідити транспортер-
залежне накопичення та вивільнення ГАМК у нервових терміналях головного мозку щурів та проаналізувати
ефективність дії антиепілептичних сполук на ключові характеристики ГАМКергічної нейротрансмісії за умов



норми та моделі перинатальної гіпоксії. Під час виконання дисертаційної роботи були задіяні як класичні,
так і новітні біохімічні та молекулярно-біологічні методи: виділення ізольованих нервових закінчень
(синаптосом) різних відділів головного мозку щурів (кори, гіпокампу і таламусу), які проводили згідно методу
Котмана, що включає препаративну біохімію та ультрацентрифугування. Варто зазначити, що синаптосоми
зберігають усі властивості та характеристики інтактних нервових закінчень. Визначення концентрації
протеїну у синаптосомах, мембранного потенціалу синаптосом і стану ацидифікації синаптичних везикул
здійснювалось за допомогою підходів спектрофлуориметрії. Початкова швидкість високоафінного
накопичення [3H]ГАМК синаптосомами була досліджена за допомогою радіоізотопного методу із
застосуванням міченої тритієм [3Н]ГАМК. Проведені дослідження вперше показали, що швидкість акумуляції
ГАМК синаптосомами кори, гіпокампу і таламусу знижувалась з віком в обох групах тварин – як
контрольних, так і щурів, які зазнали впливу перинатальної гіпоксії. Перинатальна гіпоксія суттєво впливає
на процес акумуляції позаклітинної ГАМК пресинаптичними терміналями, але вектори і механізми змін
виявилися різними в різних структурах головного мозку – якщо у корі не спостерігалось ефекту гіпоксії, а у
таламусі вона викликала деяке підвищення акумуляції ГАМК, то у гіпокампі цей процес значно
уповільнювався. Це свідчить про порушення балансу гальмівних процесів між гіпокампом і корою внаслідок
гіпоксії. Для з'ясування впливу перинальної гіпоксії на конкретний тип транспортерів ГАМК було
застосовано NO-711, високоселективний блокатор ГАМК-транспортерів типу 1 (GAT1), і β-аланін, субстратний
інгібітор транспортерів ГАМК типу 3 (GAT3). Отже, вперше було продемонстровано, що здатність β-аланіну
інгібувати накопичення ГАМК посилювалась у нервових закінченнях гіпокампу і таламусу внаслідок
перинатальної гіпоксії, в той час як ефективність NO-711 у нервових закінченнях таламусу знижувалась.
Цілком вірогідно, що це є результатом зміни співвідношення активних транспортерів – GAT1/GAT3,
експресованих на плазматичній мембрані нервових закінчень, внаслідок перинатальної гіпоксії. Цей факт
вказує на можливість цілеспрямованої модуляції активності транспортера GAT3 та ГАМК-ергічної
нейротрансмісії за умов патологічних станів за допомогою екзогенного та ендогенного β-аланіну.
Застосування антиепілептичного препарату Леветирацетаму показало, що він здійснював свій ефект у
пресинаптичній ділянці через збільшення вивільнення [3H]ГАМК шляхом екзоцитозу, індукованого калієвою
деполяризацією. Але препарат не впливав на позаклітинний рівень ГАМК між епізодами екзоцитозу. Дія
Леветирацетаму виявилась різною у гіпокампі, корі і таламусі, і ці ефекти змінювались під час розвитку
мозку. Препарат не діяв на вивільнення ГАМК синаптосомами головного мозку щурів у дитячому віці.
Леветирацетам мав більш значний вплив на гіпокампальні, кортикальні і таламічні нервові закінчення саме
за умов моделі перинатальної гіпоксії, ніж у нормі, тому внаслідок гіпоксії ефективність препарату
підвищувалась. Залежність ефектів Леветирацетаму від віку є корисною для нової стратегії застосування
цього препарату під час терапії дитячої епілепсії. Крім того, вперше було виявлено нові ефекти позитивного
алостеричного модулятора ГАМК-Б рецепторів, rac-BHFF. Rac-BHFF викликав дозозалежну деполяризацію
плазматичної мембрани синаптосом та зниження ацидифікації синаптичних везикул, що призводило до
зниження початкової швидкості накопичення [3H]ГАМК синаптосомами.

2. The relevance of the topic is due to the fact that the world is experiencing a constant increase in the number of
patients with neurological and neurodegenerative diseases, and this constitutes a global and still unresolved
problem of modern society. A detailed study of the complex multi-stage process of neurotransmission is absolutely
necessary both for the development of fundamental neurobiology and the determination of the mechanisms of
development of pathological conditions in the nervous system, and for the therapeutic modulation of neuronal
activity in order to overcome neurological disorders. An important task of this work was to investigate the
transporter-dependent accumulation and release of GABA in the nerve terminals of the rat brain and to analyze
the effectiveness of the action of antiepileptic compounds on the key characteristics of GABAergic
neurotransmission under normal conditions and perinatal hypoxia model. To perform the dissertation work, both
classical and modern biochemical and molecular biological methods were used: the isolation of isolated nerve
endings (synaptosomes) from different parts of the rat brain (cortex, hippocampus, and thalamus) was performed
according to the Cotman method, which includes preparative biochemistry and ultracentrifugation. It is worth



noting that synaptosomes retain all the properties and characteristics of intact nerve terminals. The determination
of the protein concentration in synaptosomes, the membrane potential of synaptosomes and the state of
acidification of synaptic vesicles was carried out using spectrofluorimetry approaches. The initial rate of high-
affinity accumulation of [3H]GABA by synaptosomes was investigated using a radioisotope method using
[3H]GABA. The conducted studies showed for the first time that the rate of GABA accumulation by synaptosomes
of the cortex, hippocampus, and thalamus decreases with age in both groups of animals – both control and rats
exposed to perinatal hypoxia. Perinatal hypoxia significantly affects the process of accumulation of extracellular
GABA by presynaptic terminals, but the vectors and mechanisms of changes turned out to be different in different
brain structures – if the effect of hypoxia is not observed in the cortex, and in the thalamus it causes some
increase in GABA accumulation, then in the hippocampus this process is significantly slowed down. This indicates
a violation of the balance of inhibitory processes between the hippocampus and the cortex due to hypoxia. To
investigate the effects of perinatal hypoxia on a specific type of GABA transporter, NO-711, a highly selective
blocker of GABA transporter type 1 (GAT1), and β-alanine, a substrate inhibitor of GABA transporter type 3 (GAT3),
were used. Thus, it was demonstrated for the first time that the ability of β-alanine to inhibit GABA accumulation is
enhanced in hippocampal and thalamus nerve terminals due to perinatal hypoxia, while the efficacy of NO-711 in
thalamic nerve terminals is reduced. It is quite likely that this is the result of a change in the ratio of active
transporters – GAT1/GAT3, expressed on the plasma membrane of nerve endings, due to perinatal hypoxia. This
fact indicates the possibility of targeted modulation of GAT3 transporter activity and GABA-ergic
neurotransmission under pathological conditions using exogenous and endogenous β-alanine. The antiepileptic
drug Levetiracetam has been shown to exert its effects in the presynaptic region by increasing the release of
[3H]GABA by exocytosis induced by potassium depolarization. However, the drug does not affect the extracellular
level of GABA between episodes of exocytosis. The effects of Levetiracetam were found to be different in the
hippocampus, cortex, and thalamus, and these effects change during brain development. The drug does not affect
the release of GABA by synaptosomes in the rat brain during childhood. Levetiracetam has a more significant effect
on hippocampal, cortical, and thalamic nerve terminals precisely under conditions of perinatal hypoxia than in
normal conditions, so hypoxia increases the effectiveness of the drug. The dependence of the effects of
Levetiracetam on age is useful for a new strategy for using this drug in the treatment of childhood epilepsy.
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Винаходи, корисні моделі, промислові зразки
Патент України №114258. Заявка на корисну модель № u 2016 06906, МПК (2016.01) A61K 31/02, A61K
31/325, A61K 49/00, G01N 33/483. Фторовмісний аналог γ˗аміномасляної кислоти із замісником β-CF2CF2H,
що викликає збільшення початкової швидкості накопичення та зниження стимульованого
деполяризацією плазматичної мембрани вивільнення γ˗аміномасляної кислоти нервовими терміналями
головного мозку щурів / Борисова Т.О., Позднякова Н.Г., Дударенко М.В., Кухар В.П., Герус І.І.,
Шайтанова О.М., Заявники та патентовласники Інститут біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України,
Інститут біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України – заявл. 24.06.2016.
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