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Изучен характер гипоксического повреждения астроцитов in vitro и установлен нейропротективный эффект произ
водного многоатомных фенолов полидисульфида галловой кислоты (ПКГ).

Гипоксия -  ведущ ее звено  м еханизм ов по
вреждений нервной ткани, возникающих при 

многих патологиях нервной системы [5].
Важную роль в адаптационных реакциях, разви

вающихся в нервной ткани в ответ на гипоксичес- 
кое повреждение, играют астроциты. Однако меха
низм их гипоксического повреждения до конца не 
ясен. Одним из сущ ественны х ф акторов слож ной 
цепи м етаболических нарушений, развивающихся 
в астроцитах при гипоксии, является активация сво
боднорадикального окисления липидов.

В этой связи актуальными являются исследова
ния, направленные на создание эф ф ективны х ин
гибиторов свободнорадикального окисления —  ан
тиоксидантов.

Среди последних по своей а н тиокислительной  
а кти в н о сти  вы деляю тся  м ногоатом ны е ф ен олы . 
Ранее нами показан защитный эф ф ект производ
ного многоатомных фенолов Т-3  при некоторых па
тологических состояниях ЦНС [3, 4].

Целью данного исследования явилось изучение 
протекторного действия нового призводного мно
гоатомных фенолов полидисульфида галловой кис
лоты  (ПГК) [2] на астроциты , культивируемые в ус 
ловиях гипоксии.

М атериал и методы
Первичную культуру астроцитов получали по ме

тоду [6] в модификации З.Б. Квачевой [1]. Для это 
го и сп ользо в а ли  головн ой  м озг новорож денны х 
кры сят 1 -2 -н е де льн ого  возр аста . В эксперим ент 
брали культуру 1-2 пассажного уровня на 4-5 сутки 
роста in vitro. В качестве ростовой среды использо 
вали ДМЕМ с добавлением 10% сыворотки плодов 
коров, гентамицина (100 мкг/мл). Для субпассиро
вания культур  диссоциацию  клеток  осущ ествляли
0,25% раствором трипсина и 0,02% раствором вер- 
сена в соотношении (1:4). При пересеве использо 
вали посевную дозу 7 х 10000 клеток/м л ростовой 
среды. Культуры выращивали в пластиковы х куль 
туральны х флаконах (Costar).

Содержание астроцитов в культуре и их ф ункци
ональную  активность контролировали с помощью 
непрямого метода флюоресцирую щих антител с ис
пользованием  поликлон альны х антител к гли а ль - 
но ф иб р и ляр н ом у ки слом у б е лк у  (ГФ К Б) (S igm a, 
СШ А). Для м ор ф ологи ческого  изучения культуры  
клетки фиксировали раствором Д ю б оск -Б р а зи ль - 
Буэна, окрашивали гемотоксилином Бемера и 0,5% 
водным раствором эозина. Препараты анализиро
вали в световом микроскопе «Biostar» (ФРГ) с уве 
личением 100-400. П ролиферативную  активность 
клеток оценивали по плотности насыщения клеток

в монослое и их митотической активности. Для оп
ределения митотической активности подсчитывали 
в поле зрения микроскопа 3000-5000 клеток, вы
деляя среди них клетки в стадии деления и выра
жали в промиллях (%о).

Ультраструктуру астроцитов изучали по общ епри
нятой м етодике на клетках, ф иксированны х 2,5% 
глутаральдегидом  и 1% 0s04 в 0,1 К какодилатном 
буфере (pH 7,3), обезвож енны х и спиртах возрас
таю щей концентрации и заклю ченны х в аралдит. 
У ль тр а то н к и е  срезы  а н а ли зи р о в а ли  с помощ ью  
электронного микроскопа JEM -100-CX (Япония).

Гипоксическое воздействие на культуры осущ е
ствляли  в герметичной камере с газовой смесью 
95% азота и 5% углекислого газа при 37° С. Соеди
нение ПГК вносили в ростовую среду в нетоксичной 
дозе 0,05 мкг/мл за 30 минут до помещения астро
цитов в гипоксические условия. Контролем служ и 
ли культуры  астроцитов , которые инкубировали в 
течение соответствую щ его периода времени в ус 
ловиях нормы. Статистическую  обработку получен
ных эксп ерим ентальны х данны х проводили  с ис
пользованием  t-критерия.

Р езультаты  и обсуж ден ие
Полученные нами культуры мозга новорож ден

ных крыс состояли на 95% из ГФКБ -  полож итель
ных клеток (рис.1 А). Культуры представлены  про- 
топлазматическими и фибриллярными астроцитами.
2-3% из всех представителей популяции -  клетки 
м езенхим альной природы . П ротоплазм атические  
астроциты  среди астроглиальны х клеток преобла
д а ли . Они имели зв е зд ч а тую , иногда н е сколько  
вы тянутую  форму, с разной длины  ц и то п ла зм а ти 
ческими отростками. Характерной особенностью  их 
при обработке  антисы вороткой  к ГФКБ является 
наличие равном ерного специф ического  свечения 
тел и отростков. При ультраструктурном  изучении 
их цитоплазм а и ядра имели низкую  электронную  
плотность. В цитоплазм е содерж алось небольш ое 
количество глиоф ибрилл и рибосом. Э ндоплазм а- 
тический ретикулум и комплекс Гольджи представ
лены короткими цистернами. Количество митохон
дрий, их размеры и форма варьировали в широких 
пределах (рис.2 А). Ядра протоплазм атических аст
роцитов имели округлую  или овальную  форму, со- 
держ ли равномерно диспергированны й хроматин, 
в больш инстве случаев 2-3 нуклеолонемных ядрыш
ка. Ф ибриллярны е астроциты  сходны по форме с 
пр отопла зм а ти чески м и , однако, имели меньшую 
площадь тела клетки, более крупные ядра и дли н 
ные дихотомически ветвящиеся отростки. Специфи
ческое свечение в реакции на ГФКБ преобладало у
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них вокруг ядер. При ультраструктурном  исследо 
вании отличительными признаками фибриллярны х 
астроцитов было наличие мощных пучков глиофиб- 
рилл, часто начинающихся от перинкулеарной об 
ласти цитоплазмы и идущих по периферии к отрост
кам. В их ядрах, как правило, содержалось не бо
лее 2-3 нуклеолонем ных ядрышка.

Кроме того, в культурах наблюдали единичные бо
лее  крупн ы х разм еров а с тр о гли а ль н ы е  кле тки  
(1,6%) (табл.1). Их цитоплазма содержала большое 
количество органелл (лизосом, митохондрий), липид
ных вакуолей. Митохондрии отличались большим по
лиморфизмом. Мы эти клетки отнесли к реактивным 
астроцитам. В культурах также встречались единич
ные клетки олигодендроглии. Они характеризова
лись удлиненной формой, небольшими размерами 
и содержали два длинных отростка, имеющих утол 
щения, крупное ядро, узкий ободок цитоплазмы. Ми
тотическая активность интактных культур составля
ла 15,6 %о.

Первые морфологические изменения в астроци- 
тах наблюдались через 18 часов от начала гипокси
ческого воздействия. Они характеризовались появ
лением отечных клеток (гипертрофированных и уве
личенных в 1,5-8 раза в размерах астроцитов) с ва
куолизацией  их цитоплазм ы , появлением  м ного
ядерных клеток (рис.1 Б). При этом снижался уро 
вень митотической активности астроцитов, появля
лись патологические формы митоза (неупорядочен
ное расположение хромосом в мета-и анафазе). Сте
пень вы раженности этих изменений усиливалась 
после 20-часовой гипоксии, вовлекая в поражение

Таблица 1
Влияние соединения ПГК на морфо-функциональное 

состояние астроцитов, культивируемых в условиях гипоксии 
(20 часов) (п=4)

Исследуемые 
группы клеток

Статистические
показатели

Морфофункциональные
критерии

Г ипертрофированные 
клетки,%

Митотическая 
активность, %о

Контроль М+т 1.6 *0,7 15,6+3,4
Гипоксия М+т 17+1,0 6,3+1,0

Р1-2 <0,001 <0.05
Гипоксия+ПГК М+т 3,0+1.0 11.0+3.2
(0,05 мкг/мл) Р1-3 >0,5 >0,5

Р2-3 <0.05 <0,05

ядра (просветление ядерного вещества, отсутствие 
ядрышек), появлении эозинофилии в цитоплазм е. 
Поражение клеток имело очаговый характер. Цело
стность монослоя в эти сроки еще сохранялась. По
этому этот временной интервал был выбран нами для 
оценки антигипоксических свойств соединения ПГК. 
Дальнейшая инкубация культур в гипоксической ка
мере в течение 24 часов и более приводила к нару
шению целостности монослоя с отторжением части 
клеток от поверхности флакона.

Электронно-м икроскопический анализ астроци
тов, подвергнутых 20-часовому воздействию гипок
сии, выявил выраженные ультраструктурны е изм е
нения в ядре и цитоплазме. Так, большая часть ядер
ного хроматина была диспергирована, у внутренне
го листка нуклеолеммы наблю далась лиш ь его уз 
кая конденсированная полоска. В ядре некоторых 
клеток имелись глыбки гетерохроматина, количество 
которых варьировало (рис. 2 Б, В). Среди органелл 
цитоплазмы наиболее характерные изменения были

Рис.1. Морфологические изменения клеток в астроцитарных культурах, подвергшихся гипоксическому воздействию 
(20 часов) и защитный эффект ПГК. Окраска гемотоксилином и эозином, ув. х 200.

А -  монослой клеток: I пассаж, 3 Б-конгломераты многоядерныхкле- В -  защитный эффект ПГК 
сутки роста in vitro (контроль) ток при гипоксии

Рис. 2. Электронограмма астроцитов в норме и при гипоксическом воздействии. Окраска уранилатом и цитратом 
свинца, ув.х 20000.

А -  внорме(я-ядроснеконденсиро- Б-20 часов гипоксии (цистерны ШЭР* В -  20 часов гипоксии (в-в цитоп- 
ванным хроматином, м -  митохондрии) расширены, деструкция митохондрий) лазме многочисленные вакуоли)

*(ШЭР -  шероховатый эндоплазматический ретикулум)



f t  Новые технологии в медицине
отмечены в митохондриях. Часть из них, как и в кон
троле, была представлена изогнутыми филаментоз- 
ными органеллами с сохранившимися мембранами, 
кристами и матриксом умеренной электронной плот
ности. В то же время наблю дались митохондрии с 
деструкцией крист и разреженным матриксом, чис
ло которых в некоторых клетках достигало 20-30% 
от общего количества. Часто в них находились не
больш ие скопления темных глобул диаметром 10-
15 нм. Цистерны шероховатого эндоплазматическо- 
го ретикулума были несколько расширены (рис.2 Б).

Итак, полученные данные свидетельствую т о раз
витии адаптационных процессов и нарушении струк
туры и функции глиальных клеток в условиях гипок
сии. Причем выраженность указанных выше изм е
нений усугублялась  в зависим ости от увеличения 
длительности гипоксического воздействия. В итоге, 
гипоксия приводила к выраженным морфофункцио
нальным изменениям, которые регистрировались на 
электроннооптическом и светооптическом уровне.

Внесение в культуральную  среду перед помеще
нием астроцитов в гипоксическую камеру соедине
ния ПГК в дозе 0,05 мкг/мл приводило к существен
ному снижению выраженности нейродеструктивных 
процессов. В частности, количество отечных клеток 
уменьшалось, по сравнению с таковым без приме
нения исследуемого вещества, в 5,3 раза. М итоти
ческая активность астроцитов при этом сохранялась 
на уровне 11%о (табл. 1, рис.1 В). Ультраструктура 
астроцитов под воздействием  антиоксиданта ПГК 
оказалась сходной с таковой в интактных культурах, 
а именно: митохондрии астроцитов оставались в хо
рошей сохранности, цистерны шероховатого эндоп- 
лазматического ретикулума не расширены, ядра со
держали деконденсированный хроматин.

На основании представленных выше данных мож
но, следовательно, предположить, что антиоксидант 
ПГК и способствует предупреждению обусловленных 
гипоксией структурн оф ун кциональны х нарушений 
астроцитов.

Таким образом, полученные предварительные ре
зультаты  свидетельствую т о способности антиокси
данта ПГК эффективно защищать астроциты от ги

поксического повреждения и создаю т перспективу 
его использования при гипоксии нервной ткани.

Выводы
1. Разработана модель гипоксического повреж 

дения нейроглиальных клеток in vitro, позволяющая 
изучать механизмы их гипоксического повреждения 
и проводить быстрый предварительный и достаточ
но экономичный скрининг нейропротекторных пре
паратов.

2. Характерными признаками гипоксического по
вреждения астроцитов являются на ранних сроках 
(до 20 часов) локальная реактивация и гипертрофия 
клеток со стуктурными перестройками в клетках, сни
жением митотической активности, формированием 
многоядерных клеток, после 20 часов гипоксичес
кого воздействия -  вакуолизация цитоплазмы, дес
тр укци я  клеточны х орга нелл (в больш ей степени 
митохондрий), в последующие сроки (24 часа и бо
лее) -  тотальная цитодеструкция.

3. Соединение ПГК, относящееся к антиоксидан
там из группы многоатомных фенолов, обладает вы
раженными протекторными свойствами по отноше
нию к культивируемым в условиях гипоксии астро- 
цитам, снижая его повреждающее действие на клет
ки.
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Определены место спектрально-динамической медицины в системе существующих направлений медицинской деятель
ности и ее роль в развитии медицинской науки и практики. Приведена логическая структура медицины, которая охваты
вает 29 крупных методических областей медицины. Рассмотрена классификация средств лекарственной и спектрально
динамической коррекции (всего 15 классов), включая непотенцированные и потенцированные средства изопатической, 
гомеопатической и аллопатической медицины, а также 12 классов средств спектрально-динамической коррекции.

По слож ивш ейся традиции  общее наим ено
вание основны х м етодов и средств некото 

рого направления м едицинской помощи опреде 
ля е т на звание  дан н ого  на правлен ия  м едицины . 
С огласн о  этом у прин ципу сф орм ированы  н а зв а 
ния та ких направлений медицины, как а лло п а ти 
ческое, гом еопатическое , и зо п а тиче ско е , ф и з и 
ческое, натуральное (натуропатическое), ортом о-

ле кулярное , санита рно -ги гиен ическое  и т.д.
Л о ги ч е с к а я  с тр ук тур а  м едицины
Принято подразделять  м едицину на п р о ф ила к 

тическую  и лечебную . В этом контексте  важно по
нимать, что проф илактические  и оздоровительны е 
цели м огут дости гаться  двумя принципиально раз
личны м и способам и -  охранительны м  и кор р ек
ционным. Лечебны е цели достигаю тся  в основном

108 шшт


