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ВСТУП 
 

 

 

Нейродегенеративні захворювання, а саме хвороба Альцгеймера (AD), 

хвороба Паркінсона (PD), хвороба Хантінгтона (HD), бічний аміотрофічний 

склероз (ALS) та інсульт, характеризуються функціональною і структурною 

втратою нейронів. Вони є основною причиною високого рівня 

захворюваності та смертності серед осіб похилого віку. За даними 

Всесвітнього звіту про захворювання Альцгеймера станом на 2015 рік у 

всьому світі налічувалось близько 46,8 мільйонів людей з деменцію. За 

прогнозами цей показник збільшуватиметься вдвічі кожні 20 років, 

досягнувши 74,7 мільйонів у 2030 році та 131,5 мільйонів у 2050 році. Хоча 

сучасні методи лікування нейродегенеративних захворювань здатні 

тимчасово полегшити деякі симптоми та покращити якість життя, вони, як 

правило, є неефективними для уповільнення або цілковитої зупинки 

прогресування захворювання [21,47]. 

Усе більше даних підтверджують позитивний вплив модуляторів сігма-

рецепторів на когнітивні функції. Ці рецептори регулюють функціонування 

ряду іонних каналів, зокрема потенціал-залежних Ca2+, Na+ та K+-іонних 

каналів, залучених до генерування та проведення потенціалу дії. Таким 

чином, сігма- рецептори мають здатність впливати на збудливість нейронів. 

До того ж вони модулюють активність іонотропних рецепторів глутамату 

(NMDAR), які залучені до процесів синаптичної пластичності, навчання та 

пам’яті [1-7,9, 47]. 

Як наслідок, сігма-рецептори стали потенційними мішенями нових 

терапевтичних засобів для лікування нейродегенеративних захворювань. 

Загалом, вони залучені до різних нейрональних процесів, у тому числі 

регуляції виживання та функцій нейронів, кальцієвого сигналювання, 

вивільнення нейромедіаторів, запалення та синаптогенезу. Їх ліганди 

безпосередньо або опосередковано модулюють ексайтотоксичність, 
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порушення функціонування мітохондрій та ендоплазматичного ретикулуму, 

а також астрогліоз. Однак молекулярні механізми таких ефектів є 

недостатньо вивченими [7,8,22,47].  

Таким чином, мета кваліфікаційної роботи полягає у встановленні 

впливу антагоністів сігма-рецепторів на потенціал плазматичної мембрани та 

ацидифікацію синаптичних везикул в нервових терміналях кори головного 

мозку щурів. Відповідно до мети сформульовано наступні завдання: 

1. Оцінити потенціал плазматичної мембрани нервових терміналей кори 

головного мозку щурів за дії антагоністів сігма-1 рецепторів – NE-100 

та BD-1047. 

2. Оцінити ступінь ацидифікації синаптичних везикул кори головного 

мозку щурів за дії антагоністів сігма-1 рецепторів – NE-100 та BD-

1047. 

3. На основі експериментальних даних проаналізувати вплив антагоністів 

сігма-1 рецепторів на функціонування нервових терміналей кори 

головного мозку щурів. 

Реалізація зазначених мети та завдань була здійснена в Інституті біохімії 

ім. О. В. Палладіна, відділ нейрохімії.  
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25 кДа 

РОЗДІЛ 1 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

 

1.1. Роль сігма-рецепторів у функціонуванні нервової системи  

 

Процес передавання інформації у нервовій системі передбачає складні 

зміни активності нервових клітин – нейронів. Електричні сигнали в 

головному мозку постійно зазнають впливу збудливого (глутамат) та 

гальмівного (γ-аміномасляна кислота) нейромедіаторів. Це, у свою чергу, 

зумовлює виникнення збуджуючих та гальмуючих постсинаптичних 

потенціалів, які породжують потенціал дії. Потенціал дії надходить від 

сомато-дендритної ділянки вздовж аксона до його пресинаптичного відділу, 

де здійснюється вивільнення нейромедіаторів. Останні забезпечують хімічне 

передавання інформації шляхом зв'язування зі специфічними 

постсинаптичними рецепторами, розташованими на постсинаптичній 

мембрані сусідніх нейронів [3].  

За останні два десятиліття показано, що сігма-рецептори (рис. 1.1) 

впливають на кожну стадію процесу передавання інформації як у 

центральній (ЦНС), так і в периферичній нервовій системі (ПНС) [3].  

 

 

 

 

 

 

Рис. 1.1. Вестерн-блот сігма-1 рецептора нервових терміналей кори 

головного мозку щурів. Адаптовано з [2]. 
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1.1.1. Загальна характеристика сігма-рецепторів. Термін “сігма-

рецептор” виник у 1976 році внаслідок фармакологічного дослідження, що 

постулювало існування трьох типів опіоїдних рецепторів – μ, κ та σ. Вони 

були виділені на основі психоміметичних ефектів, спричинених кількома 

опіоїдними сполуками: морфін, кетациклозацин та SKF-10047, відповідно 

[1,2,6,47-49,50].   

Проте у 1982 році при дослідженні сігма-опіоїдних рецепторів було 

ідентифіковано сайт зв'язування лігандів, а саме N-алілнорметазоцину та 

SKF-10047, який виявився нечутливий до налоксону. Таким чином було 

встановлено, що цей ідентифікований сайт зв'язування не належить 

опіоїдним рецепторам, оскільки вони характеризуються чутливістю до 

налоксону. За результатами цього дослідження назву “сігма-опіоїдний 

рецептор” було змінено на “сігма-рецептор” та класифіковано його як 

неопіоїдний [1,2,6,50].   

З урахуванням селективності лігандів виявлено, що сігма-рецептори 

представлені двома підтипами: сігма-1 (S1R) та сігма-2 (S2R). Згодом 

ідентифіковано сігма-рецептор 3 підтипу (S3R), який є досі недостатньо 

дослідженим. Сігма-3 рецептори є пов'язаними з конверсією тирозину в 

дофамін та активацією протеїнкінази C. Агоністи цих рецепторів збільшують 

швидкість синтезу дофаміну. Крім того, існує гіпотеза, що сігма-3 рецептори 

мають властивості рецепторів гістаміну (H1R). Незалежно від цих даних, 

молекулярна біологія сігма-3 рецепторів є не чітко визначеною. До 

сьогоднішнього дня ведуться дискусії щодо питання, чи є сігма-3 рецептори 

окремим підтипом чи, скоріше, варіантом сігма-1 чи сігма-2 рецепторів 

[1,2,6,50].  

Загалом, сігма-рецептори локалізовані у спинному та всіх відділах 

головного мозку, особливо гіпокампі, мигдалеподібному тілі, червоних 

ядрах, чорній субстанції та лобовій частці, де вони зосереджені переважно у 

плазматичній мембрані та мембрані ендоплазматичного ретикулума нейронів  

і гліальних клітин, а саме олігодендроцитів (рис. 1.2) [1,2,6,50]. 
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Рис. 1.2. Показники експресії РНК та кількості сігма-1 рецепторів у 

різних ділянках головного мозку людини. Адаптовано з [56]. 

Окрім того, ці рецептори наявні в інших органах та системах органів: 

печінка, підшлункова залоза, легені, наднирники, статеві органи, ендокринна 

та імунна системи (рис. 1.3) [1,2,6,50].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 1.3. Показники експресії РНК та кількості сігма-1 рецепторів у 

різних тканинах людини. Адаптовано з [56]. 
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1.1.1.1. Молекулярна біологія та функції сігма-рецепторів 1 підтипу. 

Сігма-1 рецептор – це поліпептид молекулярної маси 25кДа, що є продуктом 

гена SIGMAR1 або OPRS1, розташованого на 9 хромосомі, локус p13, у 

людини [1,3,6,9,47-49,50].   

S1R локалізований у мембрані ендоплазматичного ретикулума, а саме у 

тій ділянці, що звернена до мітохондрії. Ця спеціалізована ділянка мембрани 

ендоплазматичного ретикулума називається мітохондрія-асоційована 

мембрана (MAM). У ній сігма-1 рецептор локалізується у церамід- та 

холестерин-збагачених мікродоменах, де він зв'язаний з BiP – шапероном 

ендоплазматичного ретикулуму. Локалізація S1R має динамічний характер. 

Це обумовлено здатністю рецептора транслокувати з MAM в інші ділянки 

клітини: до цитоплазматичної мембрани та ядра [1,3,5,6,8,9,47-49,50].  

Сігма-1 рецептор складається з 223 амінокислот та має одну 

трансмембранну ділянку (TM1) і два стероїд-зв’язуючі домени (SBDL). Ці 

домени формують "кишеню”, яка є місцем зв’язування різних природних та 

синтетичних сполук – сігма-лігандів, або модуляторів. На N-кінці поліпептид 

містить сигнальну ділянку з 22 амінокислот для зв'язування з 

ендоплазматичним ретикулумом, тоді як на С-кінці – дві короткі гідрофобні 

послідовності для зв'язування стероїдних сполук (рис. 1.4) [1,3,6,8,9,47-

49,50].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 1.4. Структура сігма-1 рецепторів. Адаптовано з [8]. 
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Добре відомо, що сігма-1 рецептор здатен утворювати олігомерну 

структуру. Для олігомеризації необхідний мотив GXXXG, що входить до 

структури S1R. Відповідно до набуття цим рецептором різних олігомерних 

станів, різноманітні сігма-ліганди мають унікальні клітинні ефекти. На 

основі цього слід припустити, що олігомерні стани сігма-1 рецепторів 

впливають на його здатність зв'язувати цільові білки, у тому числі іонні 

канали різних родин та BiP. Ця гіпотеза набуває перших підтверджень. 

Нещодавно проведений кореляційний експеримент показав наступне: такий 

антагоніст сігма-1 рецепторів, як галоперидол, сприяючи олігомеризації 

рецептора, знижує його взаємодію з BiP. Тоді як агоніст – (+)-пентазоцин має 

протилежний ефект [1,3,6,8,9,47-49,50].  

Цей тип сігма-рецепторів регулює низку нейромедіаторних систем: 

глутаматергічну (Glu), дофамінергічну (DA), серотонінергічну (5HT), 

норадренергічну (NE) та холенергічну (Ch), а також модулює активність 

іонних каналів різних родин та рецептора інозитол-3-фосфату. До того ж, 

сігма-1 рецептори беруть участь у процесах генерації активних форм кисню 

(ROS), які продукуються NADPH-оксидазою. Його активація гальмує 

утворення ROS у клітинах. Проте суперечливі результати щодо впливу сігма-

лігандів на утворення активних форм кисню потребують більш детального 

вивчення. Рівень реактивних форм кисню підвищується в клітинах Мюллера 

сітківки за зниженої кількості S1R. На противагу цьому, у мітохондріях 

спинного і головного мозку, агоністи сігма-1 рецептора зумовлюють 

збільшення кількості ROS. Окрім того, S1R залучений до таких клітинних 

процесів, як компартменталізація ліпідів у ендоплазматичному ретикулумі, 

синтез ліпідів, обмін речовин, регуляція клітинного циклу, нейрогенез, 

клітинна диференціація та мієлінізація аксонів нервових клітин [1,3,4,6,47-

49,50]. 

1.1.1.2. Молекулярна біологія та функції сігма-рецепторів 2 підтипу. 

Сігма-2 рецептор вперше описаний для клітинної лінії феохромоцитоми–

PC12. Це поліпептид молекулярною масою від 18 до 21 кДа, серед 



10 
 

селективних лігандів якого високою спорідненістю володіє N-[2-(3,4-

дихлорфеніл)-етил]-N-метил-2-(1-піролідиніл)-етиламін(BD1008) та ібогаїн. 

Незважаючи на значні зусилля, ген сігма-2 рецепторів залишається досі 

невідомим. Тому існують припущення, що цей рецептор є наслідком 

альтернативного сплайсингу гена сігма-1 рецептора [1,5,49].  

Окрім модуляції концентрації Ca2+, ці рецептори беруть участь в 

інгібуванні тонічних K+-каналів, посиленні реакції нейронів на N-метил-D-

аспартат у ділянці СА3 гіпокампу щурів, активації p53- і касапаза-

незалежного шляхів апоптозу, диференціації стовбурових клітин та регуляції 

моторних функцій. Механізм, за допомогою якого сігма-2 рецептори беруть 

участь в індукції апоптозу, є опосередкованим модуляцією 

внутрішньоклітинної концентрації Ca2+ [1,5,49]. 

1.1.2. Основні модулятори сігма-1 рецепторів. На сьогоднішній день 

синтезовано та описано численну кількість лігандів сігма-рецепторів. Деякі з 

них є доволі поширеними та легкодоступними препаратами, наприклад 

декстрометорфан. Він входить до складу ліків проти кашлю [1,3,6,11].  

Лігандами до цих рецепторів виступають різноманітні класи 

психотропних препаратів – антипсихотичні, наприклад галоперидол з 

найвищою спорідненістю до рецептора; селективні інгібітори зворотного 

захоплення серотоніну (SSRI) і трициклічні антидепресанти (TCA). До інших 

класів сполук, що зв'язуються з S1R, належать: морфінани (наприклад, DEX), 

гуанідини (DTG), фенотіазини (хлорпромазин), інгібітори 

моноамінооксидази (клоргілін), інгібітори цитохрому Р450 (проадифен), 

протисудомні засоби (фенітоїн), наркотичні засоби (кокаїн), поліаміни 

(іфенпроділ) та деякі стероїди (прогестерон та тестостерон). S1R мають 

спорідненість до ряду специфічних стереоізомерів деяких препаратів, 

зокрема (+)-пентазоцину та (+)-циклазоцину [1,3,5,6,11,50].  

При цьому існує тонка доза-залежна межа між агоністами та 

антагоністами, короткий перелік яких наведено у додатку А [1,3,5,6,11,50]. 
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1.1.3. Механізм функціонування сігма-1 рецепторів. Один з 

механізмів функціонування сігма-1 рецепторів полягає у модуляції 

активності іонних каналів різних родин. У свою чергу, критичними для 

формування потенціалу дії, і відповідно, для реалізації синаптичної 

збудливості, є потенціал-залежні іонні канали, а саме натрієві (Na+), кальцієві 

(Са2+) та калієві (К+), а також ліганд-залежні іонні канали (рис. 1.5) [1-7,9]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 1.5. Взаємодія сігма-1 рецептора з різними іонними каналами 

постсинаптичної мембрани нервової терміналі. Адаптовано з [3]. 

1.1.3.1. Модуляція активності потенціал-залежних Са2+-іонних 

каналів. Кальцій є іоном, який контролює більшість нейронних функцій як 

прямо, так і опосередковано. Зокрема, потенціал-залежні Са2+-іонні канали 

контролюють надходження кальцію з позаклітинних у внутрішньоклітинні 

ділянки. Це має критичне значення для вивільнення нейромедіаторів та 

реалізації синаптичного передавання інформації. Кальцій також може 

виступати вторинним посередником для специфічних внутрішньоклітинних 

сигнальних шляхів, що відповідальні за зміни функцій нейронів [1-7,9].  

На сьогоднішній день продемонстровано, що безпосередня дія сігма-1 

рецепторів на потенціал-залежні Са2+-іонні канали має місце в нервовій 

системі. Наприклад, у культивованих гангліях сітківки агоніст S1R – 
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SKF10047, безпосередньо інгібує потік Са2+. Цей ефект елімінується 

антагоністом S1R – BD-1047 [1-7,9]. 

Активація сігма-1 рецепторів ендогенним нейростероїдом – 

прегненолонсульфатом (PREGS), сприяє незалежній від активації 

іонотропного рецептору глутамату (NMDAR) формі довготривалого 

потенціювання у  зразках з CA1 ділянки гіпокампу. У той же час, антагоніст 

S1R – BD-1047, перешкоджає активації Са2+-каналу L-типу та імітує ефект 

німодипіну, специфічного блокатора цих іонних каналів. Досі не 

встановлено, чи в цій моделі сігма-1 рецептор діє безпосередньо на канали 

Са2+-каналу L-типу для індукування тривалого потенціювання [1-7,9].  

З іншого боку сігма-1 рецептори здатні впливати на активність 

потенціал-залежних Са2+-іонних каналів опосередковано. Кілька 

літературних джерел вказують, що ліганди сігма-1 рецепторів потенційно 

збільшують концентрацію цитозольного Ca2+ через індукцію брадикініном. 

Однак, скоріше за все, у цьому бере участь рецептор NMDA, оскільки така 

взаємодія пояснює дію лігандів сігма-1 рецепторів на процеси, 

опосередковані NMDAR [1-7,9].  

Отже, S1R модулює активацію потенціал-залежних Ca2+- іонних каналів 

як прямо, так і опосередковано, проявляючи як збуджувальні, так і гальмівні 

ефекти залежно від ділянки мозку. Це підкреслює складність та 

різноманітність функції S1R [1-7,9]. 

1.1.3.2. Модуляція активності потенціал-залежних Na+-іонних 

каналів. За останні кілька років встановлено, що сігма-1 рецептори 

інгібують потенціал-залежні Na+-іонні канали як безпосередньо, так і 

опосередковано.  

У результаті одного з  досліджень, проведеного на препараті 

префронтальної кори, показано, що активація S1R нейростероїдом –

дегідроепіандростеронсульфатом (DHEAS), інгібує потік Na+. Такий ефект 

виникає через активацію G-білка та протеїнкінази С [1-7,9]. 
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За останні два роки з’ясовано, що сігма-1 рецептори також можуть 

модулювати потік Na+ шляхом прямої взаємодії. Активація S1R у міоцитах 

серця миші та таких клітинних лініях, як ембріональні клітини нирки людини 

(HEK 293), завдяки SKF-10047, (+)-пентазоцину  або N,N-диметлтриптаміну 

(DMT) інгібує Nav1.5-опосередковані струми. Цей процес відбувається без 

участі АТФ або ГТФ. Можна припустити, що інгібіторна дія сігма-1 

рецепторів не залежить від G-білків і протеїнкіназ, і, ймовірно, є результатом 

прямої взаємодії з Nav1.5 [1-7,9]. 

Отже, вплив S1R на потік іонів Na+, як показано на теперішній час, є 

гальмівним [1-7,9]. 

1.1.3.3. Модуляція активності потенціал-залежних K+-іонних 

каналів. Сігма-1 рецептори мають інгібуючий вплив на різні родини K+-

іонних каналів як у ненейронних, так і в нейронних клітинах. Взаємодія між 

S1R та зазначеним іонним каналом може бути як безпосередньою, так і 

опосередкованою[1-7,9]. 

Аналогічно ефекту на потенціал-залежні Na+-іонні канали, активація 

сігма-1 рецептора зумовлює зменшення активності потенціал-залежних K+-

іонних каналів при збудженні та затримки реполяризації нейрона. Також ці 

рецептори негативно впливають на відновлення K+-іонних каналів після 

інактивації. Але, на відміну від його впливу на Nа+-іонні канали, активація 

S1R змінює кінетику, що призводить до підвищення збудливості клітин [1-

7,9]. 

Інгібуючий вплив сігма-ліганду – (+)-пентазоцину, елімінується у 

присутності холерного токсину, GTPγS або GDPβS. Це свідчить про 

залучення рецептору, пов’язаного з G-білком. Таким чином, сігма-ліганди 

або впливають безпосередньо на зв’язок S1R/потенціал-залежний K+-іонний 

канал, або активують процес інтеграції комплексу з S1R, потенціал-залежний 

K+-іонний канал та рецептор, пов’язаний з G-білком. Остання гіпотеза 

підкріплена нещодавніми дослідженнями, що демонструють наступне: сігма-

1 рецептор здатен модулювати G-білок спряжені рецептори у головному 
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мозку, а саме опіоїдні й мускаринові рецептори ацетилхоліну, та утворювати 

комплекс із рецепторами дофаміну D1 та D2 [1-7,9]. 

Дослідження на препаратах заднього відділу гіпофіза Xenopus показали, 

що S1R пригнічує потік K+ через потенціал-залежні K+-іонні канали 

субродини А, член 4 – Kv1.4, шляхом прямої «білок-білкової» взаємодії. 

Цікаво, що залежно від відсутності або наявності ліганду, сігма-1 рецептор 

по-різному проявляє інгібуючі властивості. Це вказує на те, що S1R може 

діяти як регульована лігандом допоміжна субодиниця K+-іонного каналу [1-

7,9]. 

У ембріональних клітинах нирки людини (HEK) сігма-1 рецептор спів-

імунопреципітує  з K+-іонним каналом – hERG, який регулює реполяризацію 

серця. При цьому така взаємодія призводить до посилення потоку K+. Цей 

ефект зумовлений регуляцією формування і забезпечення стабільності 

субодиниць зазначеного іонного каналу [1-7,9]. 

Також можливою є незалежна від ліганду модуляція функції K+-іонних 

каналів. Зокрема, ко-експресія в ооцитах Xenopus S1R і Kv1.3, що характерно 

для Т-лімфоцитів та клітин мозочку, призводить до гальмування потоку 

калієвих іонів шляхом прискорення інактивації каналу [1-7,9]. 

Отже, сігма-1 рецептор двосторонньо модулює потік K+ шляхом 

опосередкованої або безпосередньої «білок-білкової» взаємодії. Можна 

припустити, що S1R виступає в якості допоміжної субодиниці для потенціал-

залежних K+-іонних каналів [1-7,9]. 

1.1.3.4. Модуляція активності ліганд-залежних іонних каналів. 

Сігма-1 рецептори забезпечують двосторонню модуляцію активності 

іонотропного рецептору глутамату (NMDAR). Це явище було виявлено як у 

ЦНС, так і в ПНС, у тому числі й в ділянці СА3 дорзального гіпокампу 

щурів, культивованих нейронних клітинах телецефалону плоду щурів, 

пірамідальних клітин медіальної префронтальної кори та спинного мозку. 

Модуляція активації рецептора AMPA (AMPAR) є менш ефективною [1-

7,9,11]. 
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Агоністи S1R, а саме (+)-пентазоцин, DTG та SR-31742A, індукують 

двофазну модуляторну дію на NMDAR, де низька доза є активуючою, а 

висока – інгібіторною. Це призводить до двонаправленої модуляції на 

викликане передавання збудження [1-7,9,11].  

Дослідження, проведені на культивованих пірамідальних нейронах із 

ділянки CA1 гіпокампу, показали, що ендогенний нейростероїд –

прегненолонсульфат (PREGS), збільшує частоту збудливого 

постсинаптичного потенціалу. Такий ефект також ініціюється агоністами 

S1R – (+)-пентазоцин та DHEAS, і блокується антагоністами – галоперидол і 

BD-1063. Механізм такої ролі сігма-1 рецепторів залишається досі 

нез’ясованим. На сьогоднішній день, є припущення щодо залучення процесу 

фосфорилювання NMDAR. Крім того, S1R може регулювати рівень синтезу 

мРНК AMPAR і NMDAR та рівень синтезу відповідних білків [1-7,9,11]. 

Щодо зв’язку між S1R і рецепторами γ-аміномасляної кислоти 

(GABAAR) відомо доволі мало. Кілька досліджень, опублікованих на цю 

тему, показали зменшення потенціалів, опосередкованих GABAAR, за 

рахунок S1R-залежного пресинаптичного механізму [1]. 

Отже, вплив сігма-1 рецепторів на AMPAR є менш ефективним 

порівняно з NMDAR, а зміни передавання збудження, ймовірно, виникають 

насамперед від модуляції NMDAR-опосередкованих струмів. Щодо ролі 

сігма-1 рецепторів у модуляції активності GABAAR залишається багато 

питань [1-7,9,11].  

1.1.4. Роль сігма-рецепторів у процесах нейропротекції. На основі 

експериментальних даних підтверджено сприятливий вплив антагоністів 

сігма-1 рецепторів на активацію нейропротекторних механізмів. Однак чіткі 

механізми цього ефекту є нез'ясованими. До прикладу, такий антагоніст 

сігма-1 рецепторів, як галоперидол, зменшує обсяг інфарктів у моделі 

ішемічного інсульту щурів (MCAO). При  in vitro порівнянні восьми інших 

бутирофенонових сполук за умов окислювального стресу, викликаного 

глутаматом, виявлено значну позитивну кореляцію між протекційними 
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властивостями галоперидолу, а саме наномолярною та мікромолярною 

концентрацією, необхідною для підвищення виживання клітин, та 

спорідненістю до сігма-1 рецепторів. Однак галоперидол також має подібну 

наномолярну спорідненість до інших мішеней, зокрема дофамінових, 

серотонінових (5-НТ) та альфа-адренергічних рецепторів.  Більш селективні 

антагоністи зменшують нейротоксичність, спричинену метамфетаміном 

(METH), та полегшують нейропатичний біль [23,24,47,49,50]. 

Хоча нейродегенеративні захворювання є неоднорідною групою 

захворювань з чіткими клінічними проявами та різноманітною етіологією, 

нові дані свідчать про те, що вони обумовлені такими патогенними 

механізмами,  як ексайтотоксичність, порушення кальцієвого сигналювання, 

порушення функціонування мітохондрій та ендоплазматичного ретикулума, 

запалення, а в деяких випадках і астрогліоз [25,26,28,47,49,50]. 

1.1.4.1. Ексайтотоксичність глутамату. Ексайтотоксичність виникає за 

умов стійкої активації рецепторів N-метил-D-аспартату (NMDA) високим 

вмістом глутамату. Це, у свою чергу, збільшує надходження Са2+ до 

цитоплазми, який запускає механізм запрограмованої загибелі клітин шляхом  

активацію кальпаїнів, протеаз, протеїнкіназ та синтаз оксиду азоту (NOS). 

Ексайтотоксичність спостерігається при нейродегенеративних 

захворюваннях [27, 29,47,49,50].  

Сігма-ліганди впливають на процес вивільнення глутамату та 

модулюють активність відповідних рецепторів, виконуючи 

нейропротекторну роль в гангліозних клітинах сітківки (RGC), первинних 

культурах нейронів та моделях ішемічного інсульту. Механізми, за 

допомогою яких вони регулюють вивільнення ексайтотоксичного глутамату, 

є недостатньо вивченими. Однак на сьогодні увага зосереджена на декількох 

[30,31,47,49,50].  

В умовах хронічного стресу моделі депресії активація сігма-1 рецепторів  

збільшує вивільнення глутамату за рахунок пресинаптичного підвищення 

потоку Са2+ у цитоплазму з ендоплазматичного ретикулума. Агоністи сігма-1 
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рецепторів інгібують вивільнення глутамату шляхом блокування К+-каналів в 

кортикальних нервових терміналях. Крім того, вони зумовлюють зменшення 

надходження Са2+ через пресинаптичні потенціал-залежні Са2+-канали і 

інгібування сигнального каскаду за участі протеїнкінази С (PKC) 

[32,47,49,50]. 

Активність S1R рецепторів пов'язана зі стимуляцією рецепторів NMDA, 

як безпосередньо, шляхом взаємодії з конкретними субодиницями цього 

рецептора, так і опосередковано, через модуляцію інших іонних каналів. 

Вони зв'язуються з цитозольною С-термінальною ділянкою субодиниці NR1 

рецептора NMDA.  За іншими даними активація сігма-1 рецепторів викликає 

фосфорилювання субодиниць NR1 в спінальних нейронах шляхом модуляції 

активності альфа- і епсилон ізоформи протеїнкінази С [33,47,49,50]. 

Активація сігма-1 рецепторів  також може впливати на взаємодію інших 

білків з рецепторами NMDA для забезпечення нейропротекторних 

механізмів. Наприклад, агоністи посилюють взаємодію нуклеотид-

зв’язуючого білка гістидинової тріади 1 (HINT1) з рецепторами, пов'язаними 

з G-білками (GPCR), стимулюючи їх взаємодію з рецепторами NMDA. Також 

вони виконують нейропротекторну роль шляхом підвищення рівня 

нейротрофічного фактора мозку (BDNF) у моделі судинної деменції 

ішемії/реперфузії. Це підвищення опосередковане шляхом комплексу NR2A-

CAMKIV (субодиниця рецептору глутамату епсілон 1-кальцій/кальмодулін-

залежна протеїнкіназа типу IV)-TORC1 [34,47,49,50].  

На додаток до рецепторів NMDA, S1R регулюють (прямо чи 

опосередковано) інші глутаматергічні мішені, зокрема каїнатні та альфа-

аміно-3-гідрокси-5-метил-4-ізоксазолпропіонові (AMPA) рецептори. 

Наприклад, агоністи знижують нейротоксичність, спричинену активацією 

каїнатних рецепторів гіпокампа,  шляхом зменшення експресії c-fos, c-jun та 

гена активаторного білок-1 (AP)-1. Також вони зменшують експресію гена 

рецепторів AMPA в культивованих кортикальних нейронах, ймовірно, за 

рахунок зниження активності MAPK/ERK сигнального шляху [47,49,50]. 



18 
 

1.1.4.2. Порушення кальцієвого сигналювання. Високе та стійке 

вивільнення Са2+ може призводити до розвитку нейротоксичності та загибелі 

клітин. Окрім надходження Са2+ через рецептори NMDA, є кілька додаткових 

шляхів, за участі яких рівень іонів може бути підвищений до токсичного для 

нейронів: вивільнення із ендоплазматичного ретикулума та мітохондрій за 

участі потенціал-залежних Ca2+-каналів, Na+/Ca2+-помпи та кислото-чутливих 

іонних каналів (ASIC) [29,47,49,50].  

Агоністи сігма-1 рецепторів регулюють внутрішньоклітинний рівень 

Са2+ та запобігають підвищенню експресії проапоптотичних генів. Такі 

молекулярні ефекти відповідають поліпшенням пам’яті у тваринних моделях. 

У мітохондріальній мембрані сігма-1 рецептори відіграють важливу роль у 

регуляції рівнів Са2+ за участі інозитолтрифосфатних рецепторів та 

підтриманні внутрішньоклітинного Са2+ гомеостазу. Окрім того, сігма-1 

рецептори змінюють стан іонних каналів плазматичної мембрани, впливаючи 

тим самим на поглинання зовнішноклітинного Са2+. Їх агоністи 

опосередковано збільшують  рівень внутрішньоклітинного Ca2+ за рахунок  

активації ASIC-1a під час індукованої інсультом ішемії [35,36,47,49,50]. 

1.1.4.3. Порушення функціонування ендоплазматичного ретикулума. 

Одним із результатів порушення функціонування ендоплазматичного 

ретикулума (ЕР) є накопичення білків з неправильним згортанням. Це 

активує відповідь на незгорнуті білки (UPR), яка відбувається за участі трьох 

основних сигнальних шляхів: протеїнкінази PERK, інозитол-залежного 

ферменту 1 альфа – IRE1α, і активуючого фактору транскрипції 6 – ATF6 

(рис. 1.6) [47,49,50].  
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Рис. 1.6. Роль сігма-1 рецептора у відповіді на нерозгорнуті білки (UPR):  

eIF2α – еукаріотичний фактор ініціації трансляції 2α; XBP1 – X-box-

зв'язуючий білок 1; TRAF2 – TNF-асоційований фактор 2; ATF4 – 

активуючий фактор транскрипції 4; CHOP – c/EBF гомологічний білок; Bcl-2 

– В-клітинна лімфома 2; Bax – Bcl-2-подібний білок 2; Bak – Bcl-2-подібний 

антагоніст/кіллер; JNK – C-кінцева кінцева амінокіназа; ASK1 – кіназа, що 

регулює апоптичний сигнал. Адаптовано з [50]. 

Сігма-1 рецептори беруть участь у деградації таких білків. При 

наявності тапсигаргіну (інгібітор Ca2+-каналів), або тунікаміцину (інгібітор 

GPT (UDPN-ацетилглюкозамін-доліхофосфат-N-ацетилглюкозамін-1-

фосфат-трансферази), які часто використовуються для моделювання стресу 

ендоплазматичного ретикулума та індукції UPR в моделях клітинної 

культури, експресія гена сігма-1 рецепторів регулюється у відповідь на 

активацію шляху PERK, а конкретніше, ATF4. Така регуляція експресії 

виявлена в клітинній лінії людської ембріональної нирки  (HEK293) та 

мишачої нейробластоми (Neuro2a), де відбувається пригнічення 

проапоптичних сигналів. Відповідно до цього, надмірна експресія гена сігма-

1 рецепторів знижує активацію PERK та ATF6, збільшуючи виживаність 

клітин яєчників китайського хом'яка (CHO), тоді як їх відсутність 
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дестабілізує конформацію IRE1, знижуючи виживання клітин після введення 

тапсигаргіну [35,37,47,49,50]. 

1.1.4.4. Нейрозапалення. У процес нейрозапалення залучена мікроглія, 

яку складають макрофаги центральної нервової системи.  Останні 

класифікуються на М1 та М2 подібно до периферичних макрофагів. М1 тип 

мікроглії є прозапальним і, як правило, асоціюється з ураженням ЦНС, тоді 

як М2 – протизапальним і пов'язаним з відновленням та ростом нейронів 

[28,47,49,50].  

Сігма-1 рецептори, знайдені також в клітинах мікроглії, регулюють їх 

активацію, зумовлюючи зниження нейрозапалення. Нейротоксична доза 

METH активує М1 тип мікроглії в стріатумі миші, що супроводжується 

збільшенням маркерів відповідних макрофагів – CD68 та 

алотрансплантантного запального фактора 1 (IBA-1) без збільшення маркерів 

М2 типу макрофагів маркера – CD163 [38,47,49,50]. 

Сігма-ліганд SN79 інгібує збільшення CD68 та IBA-1. Це вказує на 

запобігання активації METH-індукованої M1-мікрогліальної реакції. З цим 

також пов’язано зменшенням IL-6 та онкостатину М, що зумовлено захистом 

від нейрозапалення. Такий агоніст сігма-рецепторів, як SKF83959,  

перешкоджає активації  М1-мікроглії та зменшенню прозапальних цитокінів, 

а саме фактору некрозу пухлини альфа, IL-1 бета та індукованої NOS. 

Агоністи DTG та афобазол призводять до пригнічення активації і міграції 

мікрогліальних клітин та вивільнення запальних цитокінів у відповідь на 

ліпополісахарид, АТФ, уридинтрифосфат та моноцитарний 

хемоаттрактантний білок-1. У in vivo моделі травматичного ураження мозку 

ще один агоніст PRE084 призводив до зниження експресії гена, продуктом 

якого є IBA-1. Сігма-ліганди також покращують виживання мікрогліальних 

клітин протягом і, щонайменше, 24 години після ішемії. Ці дані говорять про 

те, що S1R здатні модифікувати активність мікроглії для посилення 

нейропротекторних процесів, послаблюючи при цьому запальну реакцію 

[38,47,49,50].  
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1.1.4.5. Астрогліоз. Астрогліоз характеризується активацією астроцитів 

у межах центральної нервової системи. Це, у свою чергу, призводить до 

міграції астроцитів до ділянок ураження та, у деяких випадках, до утворення 

гліальних рубців. Вони є необхідними для захисту навколишніх тканин від 

пошкодження. Однак гліальні рубці перешкоджають відновленню і, тим 

самим, гальмують здатність нейронних шляхів до регенерації [40,47,49,50].  

S1R містяться в астроцитах, а їх активність сприяє відновленню після 

пошкодження ЦНС. Наприклад, після експериментального інсульту в 

астроцитах було виявлено збільшення експресії гена сігма-1 рецепторів на 

30%, а лікування агоністом сприяло відновленню сенсомоторної функції без 

зменшення розміру змертвілої ділянки. Однак за іншими літературними 

даними сігма-ліганди здатні і знижувати активність астроцитів. Агоніст DTG 

знижує активацію астроцитів через 24 години після інсульту, а PRE084 

зменшує астрогліоз та стрес ендоплазматичного ретикулума у доклінічних 

моделях ALS та PD [39,47,49,50].  

1.1.5. Роль сігма-рецепторів у процесах нейровідновлення.  Агоністи 

сігма-1 рецепторів стимулюють нейровідновлювальні процеси після 

пошкодження ЦНС. Це досягається шляхом покращення структурної та 

функціональної цілісності клітин або стимулювання надходження нових 

клітин до пошкодженої ділянки. Наприклад, у моделі PD лікування агоністом 

сігма-1 рецептора PRE084 протягом п’яти тижнів запобігає розвитку як 

гістологічного, так і функціонального розладів [39,47,49,50].  

1.1.5.1 Підвищення експресії або активності фактору росту. 

Нейротрофіни та фактори росту відіграють невід'ємну роль у розвитку, 

підтримці та пластичності нервової системи. Їх аберантні рівні пов’язані з 

розладами ЦНС, у тому числі нейродегенеративними захворюваннями 

[41,47,49,50].  

Нейротрофічний фактор гліальних клітин (GDNF), як відомо, залучений 

до відновлення нейронів після ураження ЦНС. При цьому активація сігма-1 

рецепторів стимулює ці механізми. У моделі розриву спинномозкових 
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нервових корінців щоденне введення PRE084 збільшує виживання моторних 

нейронів на 21 день. Таке відновлення супроводжується раннім збільшенням 

експресії гена, продуктом якого є GDNF, в астроцитах. Це дозволяє 

припустити, що активація S1R у гліальних клітинах призводить до 

вивільнення трофічних факторів, що сприяють виживанню клітин. Оскільки 

за цих умов збільшується кількість фосфорильованої ERK1/2 та 

протеїнкінази B, ймовірно, вони залучені до процесів такого відновлення 

[39,42,47,49,50].  

1.1.5.2. Зміни морфології нейронів. При багатьох нейродегенеративних 

захворюваннях спостерігається аберантна морфологія нейронів, а саме 

дендритів та аксонів. Це значно погіршує цілісність нейронної мережі. 

Враховуючи, що сігма-1 рецептори знайдені у конусі росту нейронів, його 

агоністи сприяють росту клітин нервової системи за участі нейротрофічних 

факторів. Встановлено, що зниження експресії гена S1R негативно впливає 

на формування дендритами синапсів та подовження аксонів in vitro 

[44,47,49,50]. 

У нейронах гіпокампа за відсутності сігма-1 рецепторів спостерігається 

зменшення формування дендритних шипиків та маркерів функціональних 

синапсів. Разом з цим зменшується кількість активних форм GTP-

зв’язуючого Rac1 та інтактного TIAM1. Це, скоріше за все, вказує на 

залучення відповідного сигнального шляху у зменшення кількості 

дендритних синапсів [45,47,49,50]. 

Також відсутність S1R впливає на морфологію аксонів. При цьому 

спостерігається повільна швидкість деградації p35. Останній є основним 

активатором циклін-залежної кінази 5 (cdk5), яка відіграє важливу роль у 

динаміці цитоскелетних мікротрубочок та нейрофіламентів. Вплив сігма-1 

рецепторів на p35 є опосередкованим. Зокрема, показано, що мірістат 

зв’язується з S1R, в результаті чого збільшується фосфорилювання актину та 

мірістоїлювання р35. Ця модифікація p35 збільшує його сприйнятливість до 

деградації, що, у кінцевому рахунку зумовлює подовження аксонів [46,50]. 
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РОЗДІЛ 2 

ОБ’ЄКТИ, МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

 

2.1. Об’єкт дослідження  

 

Об’єктом дослідження були нервові терміналі, або синаптосоми, кори 

головного мозку білих щурів-самців лінії Wistar. Лабораторних тварин 

утримували на стандартному раціоні віварію. 

Відділення нервових терміналей від пресинаптичної мембрани разом з 

постсинаптичним потовщенням призводять до пошкодження мембрани. Усі 

наявні докази вказують на те, що пошкоджена мембрана швидко 

відновлюється, внаслідок чого утворюється суцільна замкнута структура – 

синаптосома (рис. 2.1) [13,14].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2.1. Формування синаптосом. Адаптовано з [14]. 

Ця ізольована структура містить такі цитоплазматичні компоненти, як 

лактатдегідрогеназа, нуклеотиди, неорганічні іони, ацетилхолін і 

амінокислоти, відповідно до інтактних синапсів. Більш того, синаптосоми 

здатні до інтенсивного процесу дихання та широкого спектру біосинтетичних 

реакцій за умов перебування у відповідному середовищі, що зумовлює 
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підтримання життєздатності синаптосом –  буферному розчині Кребс-

Рінгера. Вони здатні продукувати лактат і амінокислоти, генерувати АТФ та 

фосфокреатин, накопичувати K+ та вивільняти Nа+ проти градієнта 

концентрації. Таким чином, є абсолютно виправданою думка, що 

синаптосоми – автономна модель синапсів [13,14]. 

Дослідження ультраструктури синаптосом, діаметр яких становить 

приблизно мікрометр, показує, що вони містять велику кількість малих або 

одну велику синаптичну везикулу і, зазвичай, одну або кілька мітохондрій, 

які відіграють значну роль у метаболізмі синаптосом та займають більшу її 

частину. Постсинаптичне потовщення, 50-60 нм, може бути наявне не у всіх 

синаптосом, що значно впливає на різноманітність розмірів синаптосом. 

Нещодавно завдяки морфологічному порівнянню синаптосом і нервових 

закінчень in situ було виявлено, що відмінності між ними є мінімальними 

(рис. 2.2) [13,14]. 

Рисунок 2.2. Електронна мікрофотографія ультраструктури синаптосом: 

1 – синаптичні везикули; 2 – пресинаптична мембрана; 3 – постсинаптичне 

потовщення; 4 – дендритні шипики; 5 – мітохондрія; 6 – мікротрубочки. 

Адаптовано з [53]. 

Усі експерименти виконано відповідно до «Правил проведення робіт з 

використанням експериментальних тварин», затверджених Комісією з 

догляду, утримання й використання експериментальних тварин Інституту 

біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України (Протокол №1 від 02/09-2019). 
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2.2. Матеріали, реактиви та обладнання  

 

У роботі було використано наступні матеріали, реактиви та обладнання: 

1. Реактиви: HEPES-NaOH (4-(2-гідроксиетил)-1-піперазинетансульфо-

нова кислота-NaOH), «Fluka» (х. ч., Швейцарія); EDТА 

(етилендіамінтетраоцтова кислота), «Calbiochem» (х. ч., США); сахароза, 

NaCl, KCl, MgCl2, CaCl2, NaH2PO4·2H2O, D-глюкоза, ДТТ (дитіотрейтол), 

Na2CO3, NaOH, CuSO4, бичачий сироватковий альбумін, «SIGMA» (х. ч., 

США); родамін 6G та акридиновий оранжевий, «MolecularProbes» (х. ч., 

США), реактив Фоліна-Чокальтеу, ТзОВ «Сфера сім» (ч. д. а., Україна). 

2. Розчини: середовище для виділення (0,32 М сахарози, 0,2 мМ EDTA 

та 5мМ HEPES-NaOH, pH 7,4); буферний розчин Кребс-Рінгера (126 мМ 

NaCl, 5 мМ KCl, 2 мМ CaCl2, 1,4 мМ MgCl2, 1 мМNaH2PO4, 10 мМ D-глюкоза 

та 20 мМ HEPES, pH 7,4); реактив А (2% розчин карбонату натрію в 0,1 М 

розчині гідроксиду натрію); реактив В (0,5% розчин сульфату міді в 1% 

розчині тартрату натрію виннокислому). 

3. Обладнання: центрифуга Digicen 20R («Alvarez Redondo, S.A.», 

Іспанія); центрифуга К-23D ( «MTW», Німеччина); мішалка вихрового типу – 

«Vortex» («Deltalab», Іспанія); спектрофотометр СФ-26 (ОАО "ЛОМО", 

СРСР); спектрофлуориметр MPF-4 («Hitachi», Японія); автоматичні дозатори 

BIOHITProline, об’ємом 1-5 мл і 5-50 мкл («BIOHIT», Фінляндія); скляний 

гомогенізатор Поттера, 30 мл («KARTELL», Італія). 

 

2.3. Методи дослідження 

 

2.3.1. Виділення ізольованих нервових терміналей кори головного 

мозку щурів. Синаптосоми виділяли за методом Котмана [15] із незначними 

модифікаціями [16]. Великі півкулі кори головного мозку отримували з 
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декапітованих тварин шляхом відокремлення стовбурової частини та 

мозочку. 

Згідно з результатами попередніх експериментів, що були проведені на 

очищених та неочищених фракціях синаптосом, у процесах, які 

спостерігались в обох препаратах, прослідковувались однакові 

закономірності [16]. 

Для отримання неочищеної фракції синаптосом тканину кори головного 

мозку повільно гомогенізували з використанням скляного гомогенізатора 

Поттера (зазор 0,2 мм) у середовищі для виділення.  

Далі отриманий гомогенат центрифугували при 2500 g протягом 5 

хвилин для відокремлення ядер, кровоносних судин та зруйнованих нервових 

клітин (t=0 oС). Надосадову фракцію знову центрифугували при 15000 g 

протягом 15 хвилин, осаджуючи фракцію неочищених синаптосом (t=0 oС). 

Одержаний осад ресуспендували в стандартному буферному розчині 

Кребс-Рінгера. 

Всі вищезазначені етапи проводились на льоду за температури – 0-4 oС.  

2.3.2. Визначення концентрації білка у суспензії синаптосом. 

Визначення концентрації білка у суспензії синаптосом проводили за метод 

Лоурі у модифікації Ларсона [5]. 

Метод Лоурі поєднує у собі дві реакції – біуретову та реакцію 

відновлення реактиву Фоліна [54,55].   

1) У основі біуретової реакції лежить здатність амінокислот, які містять 

не менше двох пептидних зв’язків, наприклад аспарагін, утворювати 

комплекси з атомами міді сульфату міді (II) у лужному середовищі. 

Внаслідок протікання реакції досліджуваний білковий розчин набуває синьо-

фіолетового забарвлення [54,55].  

Уперше біуретова реакція була проведена з біуретом, який одержували 

шляхом нагрівання сечовини до 180 °С. При цьому біурет не є 

амінокислотою, але містить два пептидні зв’язки. До основних етапів 

біуретової реакції належать (рис. 2.3) [54,55]:  
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Рисунок 2.3. Реакція утворення комплексу біурету з міддю. Адаптовано 

з [55]. 

1. Перехід біурету з кето- до енольної форми у лужному середовищі, 

внаслідок чого відбувається дисоціація енольних OH-груп й на атомі 

оксигену формується негативний заряд. 

2. Отримання гідроксиду міді (II) при взаємодії сульфату міді (II) з 

гідроксидом натрію.  

3. Утворення забарвленого комплексу з координаційними зв’язками, 

сформованими за рахунок електронних пар атомів азоту імінних груп, при 

взаємодії біурету з гідроксидом міді (II).  При цьому Cu2+ переходить до Cu+ 

у складі комплексу [54,55].   

2) Реакція відновлення реактиву Фоліна полягає у відновленні білками, 

що містять такі амінокислоти як триптофан та тирозин, за рахунок наявності 

іонів Cu+ суміші фосфатновольфрамової та фосфатномолібденової кислот – 

реактиву Фоліна. Внаслідок цього утворюються оксиди WO2 · nWO3 та/або 

MoO2 · nMoО3 синього забарвлення [54,55]. 

До контрольного зразка додавали 10 мкм буферного розчину Кребс-

Рінгера, а до досліджуваних – суспензії синаптосом. Після чого їх об’єм 

доводили до 300 мкм NaCl та додавали 3 мл реактиву Лоурі. Реактив Лоурі 

готували заздалегідь змішуванням реактиву А та реактиву В у 

співвідношенні 1:20. Далі до контрольного зразка додавали 300 мкм реактиву 

Фоліна, в кожну наступну – через 15 секунд. Реактив Фоліна заздалегідь 

розводили бідистильованою  водою у співвідношенні 1:0,7. Через 3 хвилини 

у перший та кожен наступний зразок через 15 секунд вносили 300 мкм ДТТ. 
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Одержані розчини перемішували за допомогою мішалки вихрового типу 

«Vortex».  

Оптичну густину білових розчинів визначали на спектрофотометрі за 

довжини хвилі 740 нм. Концентрацію білка у досліджуваних білкових 

зразках визначали за допомогою попередньо побудованого калібрувального 

графіку за стандартними розчинами з відомою концентрацією білка: бичачий 

сироватковий альбумін – 0,7 мг/мл (рис. 2.2). 

Рис. 2.2. Калібрувальний графік для визначення концентрації білка у 

досліджуваному розчину за методом Лоурі у модифікації Ларсона. 

На осі ординат відкладали значення оптичної густини досліджуваного 

зразка, за яким, по осі абсцис, знаходили відповідні значення вмісту білка у 

зразку. Цей етап є необхідним для розведення суспензії синаптосом 

буферним розчином Кребс-Рінгера до кінцевої концентрації, значення якої 

залежить від подальших етапів. 
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𝐹𝑝 =
𝐹𝑡

𝐹𝑜
, (2.1) 

2.3.3. Оцінка потенціалу плазматичної мембрани нервових 

терміналей. Для оцінки потенціалу плазматичної мембрани ізольованих 

нервових терміналей кори головного мозку щурів використовували 

флуоресцентний потенціал-чутливий зонд – родамін 6G. Цей зонд є 

ліпофільним та катіонним, через що він легко проходить крізь 

цитоплазматичний бар’єр і зосереджується в примембранному просторі 

синаптосом, згідно величини її мембранного потенціалу. За цих умов 

спостерігається гасіння флуоресценції зонду за рахунок часткового 

зв’язування з від’ємно зарядженим матриксом синаптосом [20]. 

Флуоресцентні виміри проводили на спектрофлуориметрі за довжини 

хвилі збудження – 528 нм, та емісії – 551 нм (спектральна ширина щілин – 5 

нм). Перед додаванням флуоресцентного зонду синаптосоми преінкубували 

при 37 °С протягом 5 хвилин. 

У кювету з магнітною мішалкою вносили буферний розчин Кребс-

Рінгера та родамін 6G (кінцева концентрація 0,5 мкМ). Далі додавали 

суспензію синаптосом (кінцева концентрація білка – 0,5 мг/мл) та 

реєстрували зміну інтенсивності флуоресценції зонду до досягнення 

стаціонарного значення (F0).  

Потім у кювету додавали досліджувані сполуки – NE-100 та BD-1047 

(кінцева концентрація – 10 мкМ, 50 мкМ та 100 мкМ) та реєстрували 

кінетику вивільнення зонду і новий стаціонарний рівень його флуоресценції 

(Ft). Останній крок – внесення KCl (кінцева концентрація – 35 мМ). 

Кількісну оцінку мембранного потенціалу отримали з обчислення так 

званого індексу мембранного потенціалу згідно формули (2.1): 

 

 

де Ft та F0 – інтенсивності флуоресценції зонду за наявності та за 

відсутності досліджуваних сполук [19].  

2.3.4. Оцінка рівня ацидифікації синаптичних везикул нервових 

терміналей. Для оцінки ацидифікації синаптичних везикул використали pH-
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𝐹𝑎 =
𝐹𝑡

𝐹𝑜
, (2.2) 

чутливий флуоресцентний зонд акридиновий оранжевий (АО). Акридиновий 

оранжевий – це ліпофільний амін, непротонована форма якого здатна вільно 

проникати крізь плазматичну мембрану синаптосом та мембрану 

синаптичних везикул. Після протонування в кислому середовищі органел, що 

мають всередині позитивний мембранний потенціал, барвник втрачає 

здатність до проникнення через мембрану. У нервових терміналях до таких 

структур відносяться синаптичні везикули, значення pH в яких дорівнює 5, 

що значно нижче за рН цитоплазми. Інтенсивність флуоресценції 

акридинового оранжевого, акумульованого у синаптичних везикулах, 

відображає рівень їх закислення, і таким чином здатність до накопичення 

нейромедіатора [18].  

Зміни інтенсивності флуоресценції реєстрували на спектрофлуориметрі 

за довжини хвилі збудження – 490 нм, та емісії – 530 нм (ширина щілин по 5 

нм). Перед додаванням флуоресцентного зонду синаптосоми преінкубували 

при 37°С протягом 5 хвилин. 

У кювету з магнітною мішалкою вносили буферний розчин Кребс-

Рінгера та акридиновий оранжевий (кінцева концентрація 5 мкМ). Далі 

додавали суспензію синаптосом (кінцева концентрація білка – 0,2 мг/мл) та 

реєстрували зміну інтенсивності флуоресценції зонду до досягнення 

стаціонарного значення (F0). 

Потім у кювету додавали досліджувані сполуки – NE-100 та BD-1047 

(кінцева концентрація – 10 мкМ, 50 мкМ та 100 мкМ) та реєстрували 

кінетику вивільнення зонду та новий стаціонарний рівень його флуоресценції 

(Ft). Останній крок – внесення KCl (кінцева концентрація – 35 мМ). 

Оцінку ацидифікації синаптичних везикул в синаптосомах визначали за 

інтенсивністю флуоресценції акридинового оранжевого згідно формули (2.2): 

 

 

де Ft та F0 – інтенсивності флуоресценції зонду за наявності та за 

відсутності досліджуваних сполук [19]. 
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РОЗДІЛ 3 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

 

 

3.1. Оцінка впливу антагоністів сігма-1 рецепторів – NE-100 та BD-

1047, на потенціал плазматичної мембрани нервових терміналей 

 

Мембранний потенціал плазматичної мембрани нервових терміналей є 

одним з ключових параметрів забезпечення синаптичної передачі: 

короткочасні зміни мембранного потенціалу зумовлюють генерацію 

нервового імпульсу. При деполяризації відбувається активація Na+, K+ та 

Ca2+-потенціал-залежних іонних каналів і, як наслідок, вивільнення пулу 

нейромедіатора шляхом Ca2+-залежного екзоцитозу. До того ж зміни 

мембранного потенціалу забезпечують транспортер-опосередковане 

поглинання нейромедіаторів, та їх позаклітинний рівень. Так як сігма-1 

рецептори здатні регулювати активність вищезазначених іонних каналів, та 

відповідно, модулювати процес вивільнення нейромедіаторів, одним із етапів 

дослідження стало вивчення впливу таких антагоністів сігма-1 рецепторів, як 

NE-100 та BD-1047, на мембранний потенціал нервових терміналей кори 

головного мозку щурів. 

3.1.1. Результати оцінки впливу BD-1047 на потенціал плазматичної 

мембрани. Найперше для оцінки впливу антагоніста сігма-1 рецепторів – 

BD-1047, на потенціал плазматичної мембрани синаптосом було перевірено 

його здатність впливати на спектр емісії родаміну 6G за максимальної 

кінцевої концентрації 200 мкM. У результаті проведених досліджень жодних 

змін в спектрі емісії родаміну 6G у відповідь на додавання BD-1047 не було 

виявлено. Спектр емісії залишився незмінним: довжина хвилі емісії 

дорівнювала 551 нм за максимальної інтенсивності сигналу (рис. 3.1). 



32 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.1. Спектр емісії родаміну 6G за умов додавання 200 мкM 

антагоніста сігма-1 рецепторів – BD-1047.  

При додаванні BD-1047 до суспензії синаптосом у кінцевій концентрації 

10 мкМ суттєвих змін інтенсивності флуоресцентного сигналу не було 

зареєстровано. Однак підвищення його концентрації до 50 та 100 мкМ 

призводило до незначного зростання флуоресцентного сигналу. Це свідчить 

про слабку деполяризацію плазматичної мембрани синаптосом. При цьому 

вони не втрачали здатності до відповіді на калієву деполяризацію (рис. 3.2).  

 

Рис. 3.2. Вплив антагоніста сігма-1 рецепторів – BD-1047, на потенціал 

плазматичної мембрани синаптосом.  
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3.1.2. Результати оцінки впливу NE-100 на потенціал плазматичної 

мембрани. Наступна серія досліджень була проведена з іншим антагоністом 

сігма-1 рецепторів – NE-100. У ході перевірки його здатності впливати на 

спектр емісії родаміну 6G за максимальної кінцевої концентрації 200 мкM не 

було виявлено жодних змін (рис. 3.3).  

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.3. Спектр емісії родаміну 6G за умов додавання 200 мкM 

антагоніста сігма-1 рецепторів – NE-100. 

При додаванні NE-100 до суспензії синаптосом у кінцевій концентрації 

10 мкМ суттєвого впливу на інтенсивність флуоресцентного сигналу не 

виявлено. Однак з підвищенням концентрації до 50 та 100 мкМ відбувалось 

незначне зростання сигналу, що свідчило про слабку деполяризацію 

плазматичної мембрани нервових терміналей. Синаптосоми не втрачали 

здатності до відповіді на калієву деполяризацію (рис. 3.4). 
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Рис. 3.4. Вплив антагоніста сігма-1 рецепторів – NE-100 на потенціал 

плазматичної мембрани синаптосом.  

За результатами досліджень можна стверджувати, що антагоністи сігма-

1 рецепторів – BD-1047 та NE-100, дозо-залежно, за кінцевих концентрацій 

від 50,0 мкМ, деполяризують плазматичну мембрану нервових терміналей 

кори головного мозку щурів.  

3.2. Оцінка впливу антагоністів сігма-1 рецепторів – NE-100 та BD-

1047 на ацидифікацію синаптичних везикул. У синаптичні везикули 

нейромедіатори надходять за рахунок активності мембранних транспортерів, 

що використовують електрохімічний градієнт, створений АТФазою, а саме 

H+-АТФ-азою. Вона забезпечує транспортування протонів у порожнину 

синаптичних везикул, формуючи таким чином градієнт pH. Цей протонний 

градієнт забезпечує надходження до синаптичних везикул нейромедіатора. 

Враховуючи, здатність сігма-1 рецепторів регулювати низку 

нейромедіаторних систем, другим етапом досліджень стало вивчення впливів 

таких антагоністів сігма-1 рецепторів, як NE-100 та BD-1047, на 

ацидифікацію синаптичних везикул нервових терміналей кори головного 

мозку щурів.  

3.1.2. Результати оцінки впливу BD-1047 на ацидифікацію 

синаптичних везикул. При внесенні BD-1047 у суспензію синаптосом за 



35 
 

кінцевої концентрації 200 мкМ змін спектру емісії акридинового оранжевого 

не виявлено. Довжина хвилі емісії дорівнювала 530 нм за максимальної 

інтенсивності флуоресцентного сигналу (рис. 3.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис.  3.5. Спектр емісії акридинового оранжевого за умов додавання 200 

мкM антагоніста сігма-1 рецепторів – BD-1047. 

Додавання акридинового оранжевого супроводжувалось гасінням 

флуоресценції зонду, внаслідок його накопичення всередині синаптичних 

везикул. Стабільний рівень флуоресценції спостерігався за 5 хвилин.  

При додаванні BD-1047 до попередньо врівноваженої АО суспензії 

синаптосом за концентрації 10 мкМ суттєвих змін інтенсивності 

флуоресцентного сигналу не відбувалось. Проте підвищення концентрації 

антагоніста до 50 та 100 мкМ супроводжувалось зростанням сигналу. Це 

свідчить про зниження ступеня ацидифікації синаптичних везикул, і, таким 

чином, зміну протонного градієнту під впливом BD-1047.  

Після цього до синаптосомальної суспензії додавали KCl та спостерігали 

зниження флуоресцентного сигналу. Це свідчило про те, що синаптосоми не 

реагували на калієву деполяризацію. Таким чином, вивільнення 

нейромедіатора шляхом екзоцитозу зменшувалось (рис. 3.6). 
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Рис. 3.6. Вплив антагоніста сігма-1 рецепторів – BD-1047 на 

ацидифікацію синаптичних везикул.  

3.1.2. Результати оцінки впливу NE-100 на ацидифікацію 

синаптичних везикул. Найперше для оцінки впливу антагоніста сігма-1 

рецепторів – NE-100, на ацидифікацію синаптичних везикул було перевірено 

його здатність впливати на спектр емісії акридинового оранжевого за 

кінцевої концентрації 200 мкМ. У результаті – жодних змін у спектрі емісії 

акридинового оранжевого не виявлено. Довжина хвилі емісії дорівнювала 

530 нм при максимальній інтенсивності сигналу. Інтенсивність 

флуоресцентного сигналу також не зазнавала змін (рис. 3.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.7. Спектр емісії акридинового оранжевого за умов додавання 200 

мкM антагоніста сігма-1 рецепторів – NE-100. 
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Внесення NE-100 у концентрації 10 мкМ до суспензії синаптосом, 

попередньо врівноваженої АО, суттєво не впливало на інтенсивність 

флуоресцентного сигналу. Однак подальше збільшення концентрації 

антагоніста до 50 мкМ призводило до незначного зростання сигналу, а до 100 

мкМ викликало значне підвищення сигналу. Це свідчить про вивільнення 

зонду з синаптичних везикул, як наслідок зниження їх ацидифікації.  

Синаптосоми втрачали здатність до відповіді на калієву деполяризацію, про 

що свідчило зниження флуоресцентного сигналу АО після додавання KCl до 

синаптосомальної суспензії (рис. 3.8). 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.8. Вплив антагоніста сігма-1 рецепторів – NE-100 на 

ацидифікацію синаптичних везикул.  

Таким чином, антагоністи сігма-1 рецепторів – BD-1047 і NE-100, дозо-

залежно, за кінцевих концентрацій від 50,0 мкМ, знижують ацидифікацію 

синаптичних везикул у нервових терміналях кори головного мозку щурів. 
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УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

 

 

Сігма-1 рецептори, широко розповсюджені у нервовій системі, беруть 

участь у процесах збудливості нейронів, навчанні, пам’яті, та 

нейродегенеративних розладах. Ряд досліджень продемонстрував 

нейропротекторні та нейровідновлювальні ефекти активації цих рецепторів. 

Однак механізми, що їх забезпечують, залишаються нез’ясованими. 

Для дослідження впливу модуляторів сігма-1 рецепторів на потенціал 

плазматичної мембрани та ацидифікацію синаптичних везикул було 

використано ізольовані нервові терміналі (синаптосоми) кори головного 

мозку щурів. Вони являють собою ефективну модельну систему завдяки 

здатності до зміни потенціалу плазматичної мембрани, накопичення, 

зберігання та вивільнення нейромедіаторів. До того ж такі препарати 

позбавлені функціональних елементів гліальних та нервових клітин, які 

можуть впливати на інтерпретацію результатів.  

Серед антагоністів було обрано селективні ліганди BD-1047 та NE-100. 

BD-1047 – N'-(2-[3,4-дихлорфеніл]етил)-N,N,N'-триметилетан-1,2-діамін, 

належить до  фенілетилендіамінів з модифікованим піролідиновим кільцем. 

Коефіцієнт його спорідненості до сігма-1 рецепторів складає 0,93 нМ. NE-

100 – (N, N-дипропіл-2-[4-метокси-3-(2-феніл)етокси)феніл]-етиламін 

моногідрохлорид), належить до нових модуляторів сігма-1 рецепторів зі 

спорідненістю Ki=1,03 нМ.  

Перша серія досліджень полягала у визначенні впливу цих антагоністів 

на потенціал плазматичної мембрани нервових терміналей.  

За фізіологічного стану спокою плазматична мембрана є електрично 

поляризованою, і різницю потенціалів між зовнішньою та внутрішньою 

поверхнями називають мембранним потенціалом спокою. Його існування 

зумовлене нерівномірною концентрацією іонів К+ та Na+ у поза- та 

внутрішньоклітинному середовищі. До того ж сама по собі мембрана 
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відрізняється проникністю для цих іонів. У стані фізіологічного спокою потік 

калію спрямований з клітини. При цьому іон затримується на зовнішній 

поверхні, формуючи її позитивний заряд. Великі аніони не здатні покидати 

клітину, і накопичуються біля внутрішньої поверхні цитоплазматичної 

мембрани. Паралельно з тим до клітини спрямовай натрієвий потік. Так 

виникає трансмембранна різниця потенціалів, або МПС. Для врівноваження 

цієї системи необхідною є натрій-калієва помпа, яка, використовуючи 

енергію АТФ, забезпечує транспортування з клітини трьох іонів Na+ та – до 

клітини двох іонів K+ [51].  

Під час збудження нейронів виникає потенціал дії – швидке коливання 

МПС, який складається з таких етапів:  

1. Збільшення провідності мембрани у відповідь на подразнення для Na+, 

який надходить до клітини, викликаючи деполяризацію – зниження 

внутрішнього негативного заряду;  

2. Досягнення критичного рівня деполяризації та лавиноподібний потік 

Na+, який не може перевищити рівноважний потенціал Na+;  

3. Повільне зростання калієвої провідності, що зумовлює фазу 

реполяризації; 

4. Зменшення натрієвої провідності (натрієва інактивація) [51].  

За результатами першої серії досліджень встановлено, що антагоністи 

сігма-1 рецепторів дозо-залежно викликають незначну деполяризацію 

плазматичної мембрани. Деполяризація є одним з аспектів синаптичної 

передачі, який забезпечує стимульоване вивільнення нейромедіатора з 

синаптичних везикул шляхом їх злиття з плазматичною мембраною. Такий 

ефект може бути зумовлений або активацією натрієвих каналів, або 

інгібуванням калієвих. Враховуючи літературні дані щодо того, що сігма-1 

рецептор інактивує натрієві канали, ймовірно, антагоністи сігма-1 рецепторів 

призводять до інактивації калієвих каналів [52].  

Друга серія досліджень полягала у визначенні впливу антагоністів на 

ацидифікацію синаптичних везикул.  
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Синаптичні везикули – гетерогенні внутрішньоклітинні структури, які 

забезпечують накопичення, зберігання та вивільнення нейромедіатора. 

Синаптичні везикули утворюються у тілі нервової клітини за участі 

ендоплазматичного ретикулума та цистерн апарату Гольджі, після чого 

транспортуються до аксону нервової клітини. Накопичення нейромедіаторів 

у синаптичних везикулах здійснюється за участі везикулярних транспортерів, 

які використовують протонний градієнт, сформований H+-АТФазою.  

У ході другої серії досліджень було визначено, що антагоністи сігма-1 

рецепторів дозо-залежно зменшують ацидифікацію синаптичних везикул. Це, 

у свою чергу, призводить до зниження концентрації нейромедіатора у 

синаптичних везикулах та, відповідно, зменшення або блокування 

проведення як збуджувального, так і гальмівного імпульсу в нервових 

клітинах.  

Оскільки активація сігма-рецепторів має протилежні ефекти на 

потенціал-залежні іонні канали, необхідними є подальші дослідження щодо 

впливу його лігандів на функціонування окремих іонних каналів. Крім того, 

існує ряд додаткових перешкод у визначенні ролі сігма-рецепторів у процесі 

збудження нейронів та, загалом, функціонування нервової системи [1]: 

1. Іонні канали, що беруть участь у нейрональній збудливості, 

характеризуються різноманітністю підтипів.  

2. Кількість S1R є відмінною у різних відділах нервової системи. 

3. Na+, Ca2+ і K+-іонні канали неоднорідно і непропорційно розподілені 

по всій нервовій системі. 

4. Протеїнкінази є ефективними модуляторами потенціал-залежних 

іонних каналів. Їх кількість і типи, що безпосередньо пов'язано з рівнем 

нейрональної активності, можуть призвести до диференціальних ефектів 

активації сігма-1 рецепторів на збудливість нейронів.  

5. Нарешті, чинник, який часто недооцінюють, – вік. Дослідження щодо  

зміни рівня експресії S1R з віком дають неоднозначні результати [1]. 
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ВИСНОВКИ 

 

1. Антагоністи сігма-1 рецепторів – NE-100 та BD-1047, дозо-залежно, за 

кінцевих концентрацій від 50,0 мкМ, деполяризують плазматичну мембрану, 

забезпечуючи стимульоване вивільнення нейромедіатора з синаптичних 

везикул шляхом їх злиття з плазматичною мембраною – Ca2+-залежний 

екзоцитоз. 

2. Разом з тим антагоністи сігма-1 рецепторів – NE-100 та BD-1047, 

дозо-залежно, за кінцевих концентрацій від 50,0 мкМ, знижують ступінь 

ацидифікації синаптичних везикул. Такий ефект призводить до пригнічення 

транспортер-опосередкованого накопичення нейромедіатору після його 

вивільнення до синаптичної щілини. Це є однією з причин подальшого 

зниження вивільнення нейромедіатору шляхом Ca2+-залежного екзоцитозу. 
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ДОДАТОК А 

 

 

Ліганди сігма-1 рецепторів [1,50]. 

 

 

 

Агоністи Антагоністи 

(+)-SKF-10047 AP-7  

(+)-пентазоцин BD-1047 

4-IBP  BD-1008 

BD737 BD-1063 

DHEA-S E-5842 

MDMA NE-100 

MDMA NMDA 

PRE-084 N-фенетіл-4-піперидин 

Амітриптилін Верапаміл 

Героїн Галоперидол 

Диметилтриптамін Декстрометорфан (DXM) 

Донепезіл Еліпроділ 

Ібогаїн Опіпрамол 

Ігмезин Панамізин 

Інтерлейкін-10 Прегналон 

Кокаїн Римказол 

Мемантін Сабелузол 

Метамфетамін Сертралін 

Сирамезін Тестостерон 

Фенциклідин Тіопірон 

Флувоксамін Фенпропіморф 


