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ZnCl2 (0,005 мМ, 3 ч) или каинат (0,1 мМ, 3 ч) оказывали слабое токсическое действие на культивирован�
ные зернистые нейроны мозжечка (КЗН), однако одновременная обработка КЗН этими веществами вызы�
вала интенсивную гибель нейронов, которая достоверно снижалась внешним ацидозом (pH 6,5) или 5�(N�
этил�N�изопропил)амилоридом (EIPA, блокатор Na+/H+ обмена, 0,03 мМ). Токсическое действие каи�
нат+ZnCl2 вызывало повышение внутриклеточной концентрации ионов цинка и кальция ([Zn2+]i и [Ca2+]i),
что достоверно снижалось ацидозом и усиливалось в присутствии EIPA. Регистрация [Zn2+]i в отдельных
нейронах продемонстрировала, что EIPA усиливает цинковую перегрузку цитозоля нейронов при инкуба�
ции в растворе, содержащем Zn2+. Предполагается, что ацидоз уменьшает ZnCl2/каинатную токсичность
посредством снижения входа Zn2+ в нейрон, тогда как EIPA предотвращает перегрузку цинком систем де�
понирования этого иона.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: цинк, кальций, каинат, зернистые нейроны мозжечка, ацидоз, EIPA.

Значительная часть глутаматергических си�
напсов в центральной нервной системе содержат
ионы цинка, которые в большей своей части на�
ходятся в синаптических везикулах и колокали�
зованы с глутаматом. Высвобождение Zn2+ при
нейрональной активности важно для нормальной
физиологической функции головного мозга [1].
Недавно было показано, что Zn2+ (подобно Ca2+)
может рассматриваться как вторичный передатчик
сигнала клеточной гибели при гипоксии/ише�
мии и ряде других патофизиологических состоя�
ниях головного мозга [2–4]. В норме уровень ци�
тозольного Zn2+ в нейронах очень низкий по
сравнению с суммарным внутриклеточным со�
держанием этого иона [5], в то время как большая
часть внутриклеточного цинка связана со специ�
фическими белками и собрана внутри синапти�
ческих везикул. В патофизиологических услови�
ях [Zn2+]i в нейронах может внезапно возрастать
[6–7]. Цинк, вышедший в синаптическую щель
транспортируется большей частью через постси�
наптическую мембрану, используя Zn2+� и Ca2+�

проницаемые каналы, ассоциированные с
AMPA�рецепторами и потенциал�зависимыми
Ca2+�каналами [6, 8]. Однако гипоксия/ишемия
сопровождается вне� и внутриклеточным ацидо�
зом, который может влиять на проницаемость
ионных каналов и внутриклеточный гомеостаз
цинка. Показано, что в добавление к кальциево�
му дисбалансу аккумуляция Zn2+ системами
внутриклеточного депонирования блокируется
ацидозом [9]. Внеклеточный ацидоз сопровожда�
ется прогрессивным увеличением [Zn2+]i в КЗН
[10, 11]. Умеренный ацидоз увеличивает опосре�
дованную AMPA/каинатными рецепторами мо�
билизацию внутриклеточного цинка в корти�
кальных нейронах [12]. Однако в настоящее вре�
мя остается неизвестным, как ацидоз может вли�
ять на гибель нейронов, которая опосредована
входом цинка в нейроны при активации
AMPA/каинатных рецепторов, что может проис�
ходить при гипоксии/ишемии головного мозга.
Эта проблема была рассмотрена в нашем иссле�
довании, используя КЗН, подвергнутые ацидозу,
инициированному закислением инкубационной
среды или ингибированием Na+/H+�обмена.
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Первичные культуры мозжечка крыс. В работе
использовали 7–9�дневные культуры зернистых
нейронов мозжечка, полученные из мозга 8�су�
точных крыс линии Wistar методом ферментно�
механической диссоциации [10], которую про�
водили следующим образом: выделенные моз�
жечки переносили в пластиковую чашку Петри,
заполненную фосфатным буфером, лишенным
ионов кальция и магния. Фрагменты ткани ин�
кубировали 15 мин при 37° в фосфатном буфе�
ре, который содержал 0,05%�ный трипсин и
0,02%�ную ЭДТА. После инкубации ткань про�
мывали в двух сменах фосфатного буфера и
один раз средой культивирования, далее подвер�
гали механической диссоциации в среде культи�
вирования. Культивирование производили в
96�луночных пластиковых планшетах, покрытых
полилизином, или на круглых стеклах, поме�
щенных в пластиковые чашки диаметром 35 мм.
Питательная среда содержала: 90% минималь�
ной среды Игла на солях Эрла, 10%�ную эмбри�
ональную телячью сыворотку, 2 мМ глутамина и
10 мМ буфера НЕРЕS, pH 7,2–7,4. В каждую
ячейку добавляли 0,1 мл суспензии клеток.
Культуры развивались в СО2�инкубаторе при
температуре 36,5° и относительной влажности
98%. На второй день среда заменялась свежей,
содержащей 25 мМ KCl, в которой культивиро�
вание клеток продолжали до 7–8 дня in vitro.

Все экспериментальные протоколы были
одобрены Этическим комитетом «НЦН» РАМН
(протокол № 05/10).

Фармакологическая обработка. Эксперимен�
ты по выживаемости КЗН проводили в сбалан�
сированном солевом растворе следующего сос�
тава (в мМ): NaCl 154, KCl 25, CaCl2 2,3, MgCl2 1,
NaHCO3 3,6, Na2HPO4 0,35, HEPES 10, pH 7,3.
Умеренный ацидоз создавали, понижая рН со�
левого раствора до 6,5. Непосредственно в инку�
бационный раствор вносили 10 мкл на мл ZnCl2

(0,5 мМ в деионизированной воде), 10 мкл на мл
каината (10 мМ в деионизированной воде) и
блокатор Na+/H+ обмена 5�(N�этил�N�изопро�
пил)амилорид (30 мМ EIPA в DMSO) 1 мкл на мл.
Культуры были разделены на 12 групп: без доба�
вок, с добавлением Zn2+ (0,005 мМ, 3 ч), с добав�
лением каината (0,1 мМ, 3 ч), с добавлением од�
новременно Zn2+ и каината (каинат + ZnCl2),
причем все вышеперечисленные группы инку�
бировали в трех вариантах: 1) рН 7,3; 2) рН 6,5;
и 3) с добавлением EIPA (0,03 мМ), рН 7,3.

Оценка выживаемости нейронов. Выживае�
мость КЗН оценивали как было опубликовано
ранее [13]. После эксперимента культуры фик�
сировали в смеси этанол–формальдегид–уксус�

ная кислота (7 : 2 : 1) и окрашивали трипановым
синим. Процент выживших нейронов оценива�
ли подсчетом морфологически интактных ядер
КЗН в пяти полях зрения при увеличении объ�
ектива ×40. Выживаемость нейронов в необра�
ботанных контрольных культурах принимали за
100%, выживаемость в экспериментальных куль�
турах выражали в процентах относительно конт�
роля.

Определение [Zn2+]i [Ca2+]i. Клетки загружа�
ли 0,005 мМ FluoZin�3 AM или 0,005 мМ Fluo�4
AM 30 мин при 36,5 ± 0,5° с последующим
трехкратным отмывом сбалансированным соле�
вым раствором, pH 7,3. Для определения отно�
сительного уровня [Zn2+]i или [Ca2+]i использо�
вали микропланшетный флуоресцентный ска�
нер (CytoFluor II, «PerSeptive Biosystems», США).
Измерение флуоресценции FluoZin�3 или Fluo�4
производили в 96�луночных культуральных
планшетах при возбуждении синим светом с
длиной волны 488 нм и регистрировали эмис�
сию 530 нм. Регистрацию ионов цинка и каль�
ция в отдельных КЗН производили с использо�
ванием инвертированного флуоресцентного мик�
роскопа («Olympus», Япония) с имидж�систе�
мой в культурах, выращенных на тонких стек�
лах. Эти культуры помещали в перфузионную
камеру (объем 0,2 мл), наблюдение в которой
осуществляли с помощью инвертированного мик�
роскопа (объектив ×60, NA 1.42, масляная им�
мерсия). Изображение регистрировали с по�
мощью 12�битной цифровой камеры и анализи�
ровали с использованием программы «Fiji Is Just
ImageJ». Изображения регистрировали каждые
5 с при температуре 30°. Вещества вносили и
удаляли из камеры с помощью проточной систе�
мы. В качестве зоны регистрации использовали
все тело отдельного нейрона. Кинетика измене�
ния флуоресценции была исследована в 40–50
нейронах с использованием программы «Microsoft
Excell». Флуоресцентные изображения клеток
при регистрации Zn2+ были выполнены при
эмиссии 530 нм (ширина полосы пропускания
15 нм) и возбуждении 485 нм (продолжитель�
ность импульса освещения 100–200 мс).

Реагенты. Питательные среды и их компо�
ненты получены от «Biochrom KG» (Германия).
FluoZin�3 AM и Fluo�4AM «Molecular Probes»
(США), EIPA и другие реагенты «Sigma Chemi�
cals» (Германия).

Статистический анализ. Для статистического
анализа использовали тест ANOVA с посттестом
Newman–Keuls. Отличия между группами счи�
тали достоверными при p < 0,05. Результаты вы�
ражали как среднее ± SEM. Все данные получе�
ны на 9 культурах в трех независимых экспери�
ментах.
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Влияние EIPA, ацидоза, Zn и каината на вы�
живание КЗН. Воздействие EIPA (0,03 мМ, 3 ч),
ацидоза и ZnCl2 (0,005 мМ) (каждое в отдельнос�
ти) оказывало слабое влияние на выживаемость
нейронов (рис. 1). Подсчет нейронов с нормаль�
ной морфологией после 3 ч обработки культур
каинатом (pH 7,3) показал, что выживало 78 ± 4%
КЗН. Изменение выживаемости КЗН ацидозом
(pH 6,5) и EIPA при токсическом действии каи�
ната было недостоверно. Добавление в сбалан�
сированный солевой раствор, содержащий Zn2+

(0,005 мМ pH 7,3), каината (0,1 мМ) вызывало
интенсивную гибель нейронов в культуре (рис. 1,
а, б, пикнотические ядра погибших нейронов
показаны стрелками). После 3 ч инкубации в та�
ких условиях выживало только 26 ± 2% КЗН.
Ацидоз (pH 6,5) или добавление EIPA (0,03 мМ)
защищали КЗН от совместного токсического дей�
ствия каината и ZnCl2 (каинат + ZnCl2, рис. 1).

Измерение [Zn2+]i в культурах. Изучение вли�
яния добавления цинка в раствор инкубации на
[Zn2+]i в КЗН производили с помощью микро�
планшетного флуоресцентного сканера. Обна�
ружено, что добавление в сбалансированный
солевой раствор (pH 7,3) одного ZnCl2 или сов�
местно с каинатом вызывало возрастание интен�
сивности флуоресценции FluoZin�3 в культурах
через 90 мин в среднем до 176 ± 10% и 210 ± 22%
соответственно, в сравнении с базальным уров�
нем (рис. 2, а). Внешний ацидоз (pH 6,5) досто�
верно снижал, а EIPA увеличивал [Zn2+]i при
экспозиции культур с ZnCl2 или каинат + ZnCl2

(рис. 2, а).
Измерение [Ca2+]i в культурах. Анализ влия�

ния добавления цинка в раствор инкубации на
флуоресценцию Fluo�4 в нейрональных культу�
рах производили с помощью микропланшетно�
го флуоресцентного сканера. Обнаружено, что
добавление в инкубационный раствор при pH 7,3
как отдельно ZnCl2 или каината, так и совместно
каината + ZnCl2 вызывало возрастание интен�
сивности флуоресценции Fluo�4, что указывает
на увеличение [Ca2+]i в КЗН через 90 мин в сред�
нем до 130 ± 4, 109 ± 4 и 163 ± 4% соответствен�
но, в сравнении с базальным уровнем без доба�
вок (рис. 2, б). Внешний ацидоз (pH 6,5) досто�
верно снижал [Ca2+]i при экспозиции культур
как с ZnCl2, так и с каинат + ZnCl2, тогда как
EIPA увеличивал интенсивность флуоресцен�
ции Fluo�4 в культурах при действии каината
или каината + ZnCl2 (рис. 2, б).

Измерение динамики [Zn2+]i в отдельных нейро�
нах. Измерение динамики флуоресценции Fluo�
Zin�3 в отдельных нейронах производили с по�
мощью флуоресцентной микроскопии с систе�

мой регистрации и анализа изображений. Добав�
ление ZnCl2 в сбалансированный солевой раствор
при pH 7,3 вызывало быстрый рост [Zn2+]i в ци�
топлазме КЗН, по сравнению с базальным уров�
нем (рис. 3, см. цветную вклейку). Обработка
культур EIPA в сбалансированном солевом раст�
воре, содержащем Zn2+, еще более увеличивала
скорость возрастания флуоресценции FluoZin�3 в
нейронах (рис. 3). DMSO (растворитель EIPA) в
растворе, содержащем Zn2+, не вызывал подобно�
го эффекта (рис. 4, см. цветную вклейку). Добав�
ление в раствор инкубации только одного EIPA
сопровождалось небольшим кратковременным
увеличением [Zn2+]i (флуоресценции FluoZin�3) в
цитоплазме нейронов (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Многие терминали глутаматергических ней�
ронов содержат ионы цинка. Этот катион важен
не только для нормального физиологического
функционирования головного мозга, но и при�
нимает участие в процессах нейрональной гибе�
ли при гипогликемии и ишемии [14–15]. Zn2+

вовлечен в развитие и других нейродегенегатив�
ных заболеваний таких как болезни Альцгейме�
ра и Паркинсона, а также латерального амио�
трофического склероза [16–19].

Известно, что каналы, ассоциированные с
AMPA/каинатными рецепторами (подтип ио�
нотропных глутаматных рецепторов), являются
одним из важных путей поступления ионов
цинка в нейроны при ишемии [6]. Ранее мы по�
казали, что одновременная обработка КЗН каи�
натом и ZnCl2 в субтоксических концентрациях
вызывает интенсивную гибель нейронов, кото�
рая предотвращается NBQX, блокатором
AMPA/каинатных рецепторов [20]. Однако, сле�
дует принимать во внимание, что гипоксия и
ишемия сопровождаются вне� и внутриклеточ�
ным ацидозом, который может изменять прони�
цаемость ионных каналов и влиять на внутри�
клеточный гомеостаз цинка. Было показано, что
в добавление к кальциевому дисбалансу, накоп�
ление ионов цинка в клетке блокируется ацидо�
зом [9]. Также было продемонстрировано, что
умеренный ацидоз повышает внутриклеточную
мобилизацию цинка в нейронах, опосредован�
ную AMPA/каинатными рецепторами [12]. В
этом исследовании мы показали, что нейрональ�
ная гибель, инициированная одновременной
обработкой КЗН каинатом и цинком, в значи�
тельной степени предотвращалась внешним
ацидозом (pH 6,5) или EIPA (блокатором Na+/H+

обмена). Защитный эффект ацидоза сопровож�
дался снижением [Zn2+]i и [Ca2+]i, что свидетель�
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Рис. 1. Ацидоз и EIPA снижают токсичность совместного действия цинка и каината (Zn + каинат) в КЗН мозжечка.
а – Фиксированные культуры, окрашенные трипановым синим. Пикнотические ядра указаны стрелками. Масштаб 10 мкм;
б – количественная оценка выживаемости нейронов. Черный столбик – pH 7,3, серый столбик – ацидоз pH 6,5, белый
столбик – EIPA (0,03 мМ, pH 7,3). * – p < 0,01 по сравнению с соответствующим контролем (pH 7,3, первые три столбца),
n = 45, где n – количество полей зрения. # – p < 0,01 по сравнению с Zn + каинат при pH 7,3 (четвертый черный столбец),
n = 45, где n – количество полей зрения
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Рис. 2. Влияние нормального pH (черный столбик pH 7,3), ацидоза (серый столбик, pH 6,5) и EIPA (белый столбик, 0,03 мМ
EIPA, pH 7,3) на флуоресценцию FluoZin�3 (а) и Fluo�4 (б) в КЗН без обработки (контроль); при добавлении ZnCl2 (0,005 мМ);
каината (0,1 мМ); ZnCl2 + каината (0,005 и 0,1 мМ соответственно). * – p < 0,01 по сравнению с соответствующим конт�
ролем (pH 7,3, первые три столбца) n = 9, где n – количество культур; # – p < 0,01 по сравнению с Zn (pH 7,3, второй чер�
ный столбец) n = 9, где n – количество культур; + – p < 0,01 по сравнению с Zn + каинат (pH 7,3, четвертый черный стол�
бец), n = 9, где n – количество культур
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Рис. 5. Добавление в среду инкубации нейрональных культур EIPA сопровождается небольшим транзиторным увеличе�
нием концентрации свободного цитоплазматического Zn2+. а – Усредненная кривая флуоресценции FluoZin�3. Значения
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ствует о том, что кислые значения pH способны
не только инактивировать NMDA�рецепторы
[21], но также снижать ток ионов в клетку через
потенциал�зависимые кальциевые каналы
[22–23], которые являются важным путем пос�
тупления в нейрон ионов кальция и цинка.

Таким образом, защита ацидозом КЗН от сов�
местного токсического действия каината + ZnCl2

может быть опосредована блокадой низкими
значениями pH потенциал�зависимых кальцие�
вых каналов, что снижает кальциевую и цинко�
вую перегрузку цитоплазмы и систем депониро�
вания этих ионов в нейронах.

Ингибирование Na+/H+ обмена с помощью
EIPA является одной из возможностей снизить
pHi в нейронах [24]. Генетическое нарушение
NHE1 изоформы Na+/H+�обменника в значи�
тельной степени снижает дегенерацию культи�
вированных нейронов коры головного мозга
мышей при кислородно�глюкозной депривации
[25]. Эти данные поддерживают предположе�
ние, что увеличение концентрации протонов в
цитоплазме при ингибировании Na+/H+�обмен�
ника может повышать выживаемость нейронов
при ишемии. Мы обнаружили, что в противопо�
ложность внеклеточному ацидозу EIPA увели�
чивает [Zn2+]i при действии одного ZnCl2 или
совместно каинат + ZnCl2. Влияние EIPA на ка�
инат+ZnCl2�вызванное повышение [Ca2+]i было
достоверно, но менее выражено.

Ранее было показано, что EIPA и тапсигар�
гин являются неконкурентными ингибиторами

Ca2+ ATPase эндоплазматического ретикулума
[26], что может индуцировать истощение каль�
циевых запасов эндоплазматического ретикулу�
ма в клетках [27] и более того, тапсигаргин вы�
зывает истощение запасов Zn2+ во внутрикле�
точных системах депонирования [28]. Мы пред�
полагаем, что EIPA, подобно тапсигаргину, мо�
жет вызывать уменьшение запасов внутриней�
ронального Zn2+, так как наши данные по флуо�
ресцентной детекции Zn2+ в нейронах, демон�
стрируют, что EIPA вызывает транзиторное воз�
растание [Zn2+]i в нейронах (рис. 5) и стимули�
рует увеличение цинковой перегрузки цитоплаз�
мы нейронов при поступлении в них внеклеточ�
ного цинка.

Представленные нами данные позволяют
заключить, что ацидоз уменьшает токсичность
каината + ZnCl2, снижая вход Zn2+ в нейроны,
тогда как EIPA предотвращает избыточную
перегрузку системы внутриклеточного депони�
рования цинка. Цинк и кальций могут не толь�
ко входить в нейрон, но и в дальнейшем пос�
тупать в митохондрии, чтобы проявилась ток�
сичность ионов цинка [20], причем кальций
увеличивает токсичность ионов цинка. Извест�
но, что ингибирование Na+/H+�обмена ослаб�
ляет перегрузку митохондрий Ca2+ [29], что мо�
жет вести к снижению токсического действия
каината + ZnCl2.
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ACIDOSIS AND 5�(N�ETHYL�N�ISOPROPYL)AMILORIDE (EIPA) 
ATTENUATE ZINC/KAINATE TOXICITY IN CULTURED 

CEREBELLAR GRANULE NEURONS
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Cultured cerebellar granule neurons (CGNs) were insensitive to the toxic effect of ZnCl2 (0,005 mM, 3 h) and slight�
ly sensitive to kainate (0,1 mM, 3 h). Simultaneous treatment of CGNs with kainate and ZnCl2 caused substantial
neuronal death, which was attenuated by external acidosis (pH 6,5) or 5�(N�ethyl�N�isopropyl)amiloride (EIPA,
Na+/H+ exchange blocker, 0,03 mM). Intraneuronal zinc and calcium ion concentrations ([Zn2+]i and [Ca2+]i)
increased under the action of kainate+ZnCl2. External acidosis significantly decreased and EIPA increased [Zn2+]i

and [Ca2+]i under these conditions. Neuronal Zn2+ imaging demonstrated that EIPA increases the cytosolic concen�
tration of free Zn2+ in Zn2+�containing solution. We speculate that EIPA can induce depletion of intraneuronal Zn2+

stores. These data imply that acidosis hampers ZnCl2/kainate toxic effects by decreasing Zn2+ entry into neurons, and
EIPA prevents zinc stores from being overloaded with zinc.

Key words: zinc, calcium, kainate, cerebellar granule neurons, acidosis, EIPA


