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ОЦЕНКА НА НЕВРОНАЛНОТО ТЪКАННО УВРЕЖДАНЕ В 
МОДЕЛ НА МОЗЪЧНА ИСХЕМИЯ НА ПЛЪХ IN VITRO 

В. Цанкова и С. Митушева 
Катедра “Фармакология, фармакотерапия и токсикология”, Фармацевтичен факултет, 

Медицински университет – София  

Резюме. Цел на настоящата работа е да се проследи и оцени времезависимото невронално ув-
реждане в in vitro модел на мозъчна исхемия при плъх в условията на кислородно-глюкозен 
глад. Мозъчните срезове от плъх са поставени в условия на кислородно-глюкозен глад за разли-
чен период: 5, 15, 30 и 60 min, последван от период на реоксигенация за 90 min. Тъканното ув-
реждане е оценено чрез определяне на освобождаването на глутамат и лактат дехидрогеназа 
(LDH) в среда от изкуствена цереброспинална течност (аCSF). Определяна бе и задръжката на 
вода от мозъчната тъкан в края на експеримента. Кислородно-глюкозният глад предизвика вре-
ме-зависимо нарастване на глутамат и освобождаване на LDH, както и увеличаване на едема. 
Най-високи нива на глутамат и LDH са наблюдавани след 30 min период на кислородно-
глюкозен глад (съответно 107% и 340% спрямо контролите). Това повишение бе съпътствано от 
значителна задръжка на вода (142% спрямо контролите). В заключение, периодът на кислород-
но-глюкозен глад от 30 min, следван от 90 min реперфузия, предизвика най-значимо повишение 
в стойностите на изследваните показатели за невронално увреждане и съответно е най-
подходящ при този in vitro модел на мозъчна исхемия при плъх.  

Ключови думи: лактат дехидрогеназа, исхемия, мозък, плъх 

ASSESSMENT OF NEURONAL TISSUE DAMAGE IN RAT BRAIN 
ISCHEMIA IN VITRO 
V. Tzankova and S. Mitusheva 

Department of Pharmacology, Pharmacotherapy and Toxicology, Faculty of Pharmacy,  
Medical University – Sofia 

Summary. Тhe aim of present investigation was to assess the time-dependent effects of oxygen-
glucose deprivation on neuronal damage in an in vitro model of brain ischemia. Rat cortical brain 
slices were prepared and subjected to 5, 15, 30 and 60 min oxygen-glucose deprivation, followed 
by 90 min reperfusion. Tissue damage was assessed by measuring the release of glutamate and 
lactate dehydrogenase into bathing artificial cerebrospinal fluid (aCSF) during reperfusion and 
determining tissue water gain (edema). The oxygen-glucose deprivation caused time-dependent 
increase in glutamate and LDH release, as well as in tissue water gain. The highest glutamate and 
LDH release were observed at 30 min oxygen-glucose deprivation (107% and 340% vs. controls, 
respectively). This increase was accompanied by a huge edema (142% vs. controls). In conclusion, 
the effect of 30 min oxygen-glucose deprivation followed by 90 min reperfusion caused a more 
pronounced neuronal injury in an in vitro model of brain ischemia. 

Key words: lactate dehydrogenase, ischemia, brain, rat 

Въведение 
Исхемичното мозъчно увреждане е следствие 

от комплекс от патологични събития, включва-
щи невротоксичност, възпаление и програмира-
на клетъчна смърт [4, 11]. Изследванията върху 
потенциална невротоксичност и невропротекция 
зависят в голяма степен от наличието на подхо-
дящи експериментални модели на исхемия.  

In vitro моделите на церебрална исхемия в ус-
ловия на кислородно-глюкозен глад представля-

ват подходящ експериментален модел за проуча-
ване на исхемия/реперфузионно предизвикано 
увреждане на мозъка и за оценка на невропро-
тективните ефекти на много лекарства [2, 12]. In 
vitro моделите имат някои предимства в сравне-
ние с in vivo моделите, защото дават възможност 
за проучаване на механизмите на хипоксично 
невронално увреждане при контролирани експе-
риментални условия. Те имат важното предим-
ство, че предоставят сравнима информация за 
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потенциала, ефикасността, селективността на 
лекарствата, без да се повлияват от различните 
физиологични променливи, като церебрална 
циркулация, седация на животното и/или хипо-
термията, които се вземат под внимание при in 
vivo моделите. In vitro моделите позволяват 
оценка на клетъчното увреждане чрез определя-
не на много параметри по време на хипоксичния 
шок, напр. екстра- или интрацелуларни електро-
физиологични измервания могат да бъдат из-
вършвани по време на и веднага след хипоксич-
ната експозиция. Оценката на лекарственото 
действие при експериментални животни in vivo е 
затруднено от комплекс от фармакокинетични и 
фармакодинамични особености на изследваното 
съединение, път на въвеждане, пенетрация през 
кръвно-мозъчната бариера, дифузия през тъка-
ните, пермеабилитет на прицелната клетъчна 
мембрана. За разлика от това in vitro моделите 
позволяват достъп на веществата директно до 
екстраневроналното пространство, изчисляване-
то на ефективните концентрации и директна 
оценка на ефектите. In vitro моделите позволяват 
провеждането на скринингови програми за оцен-
ка на невропротективни ефекти [7, 10, 17]. 
Цел на настоящата работа е да се оценят ня-

кои параметри на тъканно увреждане в in vitro 
модел на мозъчна исхемия при плъх в условията 
на кислородно-глюкозен глад. Tъканното увреж-
дане в различни времеви интервали е оценено 
чрез определяне на освобождаването на глутамат 
(GLU) и лактат дехидрогеназа (LDH) в среда на 
изкуствена цереброспинална течност (аCSF) и 
чрез определяне на задръжката на вода от мо-
зъчните срезове след периода на реперфузия.  

Материал и методи  

Експериментални животни и приготвяне на 
срезове от мозък на плъх 
Експериментите са проведени в съответствие 

с изискванията на националното и европейското 
законодателство и съответните наредби и ръко-
водства за работа с лабораторни животни 
(86/609/EEC; National Research Council. The 
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. 
Washington, D.C.: National Academy Press, 1996).  
Използвани са мьжки плъхове от линията 

"Sprague-Dawley" с тегло 350-400 g (Charles 
River, Italy). Животните са отглеждани при стан-
дартни условия с достъп до храна и вода ad libitum. 

След изолиране мозъкът се поставя в студен разт-
вор на aCSF (състав в mM: 120 NaCl, 2.5 KCl, 1.3 
MgCl2, 1.0 NaH2PO4, 1.5 CaCl2, 26 NaHCO3, 11 
glucose, наситен с карбоген 95% O2 – 5% CO2, pH 
на разтвора 7.4, осмолалитет 285-290 mOsmol). 
След дисекция от кортекса се получават срезове с 
размери 400 μm посредством Мanual Сhopper 
Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA. След това срезо-
вете се поставят в среда от оксигениран разтвор 
aCSF, в който са прибавени аскорбинова киселина 
400 μM, и се темперират за 1 h при стайна темпе-
ратура с цел максимално възстановяване от трав-
матичния стрес при подготовката [3]. 
Модел на експеримeнтална исхемия in vitro 
Етапите на in vitro предизвиканата мозъчна 

исхемия в условията на кислородно-глюкозен 
глад са представени на фиг. 1. Накратко, мозъч-
ните срезове (≈ 4-5, общо тегло 33.6 ± 2.6 mg,  
n = 10) се поставят в покрити инкубационни пет-
рита, съдържащи 2 ml aCSF под непрекъснато 
обгазяване с карбоген (95% O2/5% CO2), и се 
инкубират при 37°C за период от 30 min. Следва 
периодът на кислородно-глюкозен глад, който се 
провежда чрез инкубиране на срезовете за 30 
min в разтвор на aCSF, в който glucose е замес-
тена с еквимоларна захароза, а обгазяването с 
карбоген е заместено с 95% N2/5% CO2. След 
този етап на кислородно-глюкозен глад исхе-
мичният разтвор е заменен с пресен, оксигени-
ран aCSF (карбоген) за следващ период от 90 
min (реперфузия, реоксиганация). 
Оценка на невроналното увреждане 
Невроналното увреждане бе количествено 

оценено чрез измерване на освободения глута-
мат и лактат дехидрогеназа (LDH) в разтвора 
aCSF след периода на 90 min реоксигенация.  
Глутамат бе определян флуориметрично (exci-

tation 366 nm; emission: 450 nm), използвайки 
превръщането на NAD+ в NADH посреством 
ензима glutamate dehydrogenase [6].  
Активността на LDH бе определяна спектро-

фотометрично чрез понижението в абсорбцията 
при 340 nm, което се получава при реакцията на 
окисление на NADH до NAD+ [8]. Окислението 
се катализира от LDH, a реакцията се извършва в 
присъствие на пируват.  
Количественото определяне на задръжката на 

вода в мозъчната тъкан се изчислява по метода, 
описан от MacGregor и сътр. [13]. 
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Фиг. 1. Експериментална схема на in vitro модел на исхемия в мозъчни срезове от плъх, в условията на кислородно-глюкозен 
глад за периоди от 5, 15, 30 и 60 min и реперфузионен период от 90 min 

 

Статистическа обработка на резултатите 
Всички експерименти са проведени чрез из-

ползването на мозъчни срезове, приготвени от 
най-малко 4 животни. Представени са данните ± 
S.E.M., като с "n” е означен броят на пробите в 
съответния експеримент. Данните за глутамат и 
лактат дехидрогеназа (LDH) са представени съ-
ответно в nmol/mg тъкан и U/mg тъкан. Статис-
тическата оценка на резултатите е извършена 
чрез one-way ANOVA followed by post-hoc 
Dunnett test (GraphPad INSTAT v3.00, GraphPad 
Software, San Diego, CA, USA). 

Резултати 

Времезависим ефект на периода на кислород-
но-глюкозен глад/реперфузия върху освобожда-
ването на глутамат 
С цел установяване на продължителността на 

периода, в който кислородно-глюкозният глад 
(OGD) ще индуцира най-висока степен на тъ-
канно увреждане, мозъчните срезове бяха под-
ложени на OGD с продължителност 5, 15, 30 или 
60 min. Този период бе последван от 90 min ре-
перфузия, както е описано в „Материал и мето-
ди”. Мозъчните срезове, инкубирани в разтвор 
на аCSF за 120 min (контроли, CTRL), освобож-
дават в инкубационната среда глутамат в коли-
чество 0.31 ± 0.02 nmol mg тъкан (n = 8) (фиг. 2).  

Освобождаването на глутамат нараства линейно 
с времето. При продължителност на исхемичния 
период (OGD) до 5 min количеството на освободе-
ния глутамат се повиши с 53%. На 30 min се наб-
людава най-голямо освобождаване на глутамат в 
инкубационната среда (+ 107% спрямо контроли-
те). С нарастване на OGD до 60 min обаче нивата 
на освободения глутамат не се различават статис-
тически значимо от стойностите при 30 min.  
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Фиг. 2. Ефект на продължителността на периода на кис-
лородно-глюкозен глад (OGD) върху освобождаването на 
глутамат. Мозъчните срезове са инкубирани в aCSF за 120 
min (контроли, CTRL) или са поставени в условия на OGD 
за 5, 15, 30 или 60 min, с последващ 90 min период на ре-
перфузия, както е описано в „Материал и методи”. Пред-
ставени са данните ± S.E.M. от 4 независими експеримен-
та **Р < 0,01,***Р < 0,001 спрямо контролите 
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Времезависим ефект на периода на кислород-
но-глюкозен глад/реперфузия върху освобожда-
ването на LDH 
В условията на гореописания експеримент бе 

установено, че мозъчните срезове, инкубирани в 
разтвор на аCSF за 120 min (контроли, CTRL), 
освобождават в инкубационната среда LDH 4.1 ± 
0.6 U mg protein (n = 17) (фиг. 3). Наблюдава се 
линейна зависимост в нарастването на освободе-
ната LDH с нарастване на OGD периода. При 5 
min продължителност на OGD количеството на 
освободената LDH нараства със 138% спрямо 
контролите. Най-висока степен на освобождава-
не на LDH се наблюдава до 30 min от OGD пе-
риода (+ 340% спрямо контролите). На 60 min 
нивата на освободената LDH не се различават от 
тези в периода 30 min OGD. 
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Фиг. 3. Ефект на продължителността на периода на 
кислородно-глюкозен глад (OGD) върху освобождаването 
на лактат дехидрогеназа (LDH). Мозъчните срезове са 
инкубирани в aCSF за 120 min (контроли, CTRL) или са 
поставени в условия на OGD за 5, 15, 30 или 60 min, с пос-
ледващ 90 min период на реперфузия, както е описано в 
„Материал и методи”. Представени са данните ± S.E.M. 
от 4 независими експеримента. ** Р<0,01,*** Р<0,001 
спрямо контролите 

Времезависим ефект на периода на кислород-
но-глюкозен глад/реперфузия върху количество-
то на задържана вода в мозъчни срезове (едем) 
След инкубация от 120 min в аCSF задръжката 

на вода от контролните срезове (CTRL) бе 9.93 ± 
0.4 g H2O (g сухо тегло) (n = 16) (фиг. 4). Тази 
стойност бе с около 4% по-висока от измерената 
в пробите след 1 h еквилибриращ период при 
стайна температура [10]. Времезависимото на-
растване на едема е линейно в период на OGD до 
30 min. Когато исхемичния период (OGD) бе 
лимитиран до 5 min, не се наблюдава статисти-

чески значим ефект върху задръжката на вода. С 
нарастване на периода на OGD обаче нараства и 
статистически значимо едемът, като най-висок 
ефект се наблюдава след 30 min OGD (+ 142% 
спрямо контролите).  
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Фиг. 4. Ефект на продължителността на периода на кис-
лородно-глюкозен глад (OGD) върху тъканния едем. Мозъч-
ните срезове са инкубирани в aCSF за 120 min (контроли, 
CTRL) или са поставени в условия на OGD за 5, 15, 30 или 
60 min, с последващ 90 min период на реперфузия, както е 
описано в „Материал и методи”. Представени са данните 
± S.E.M. от 4 независими експеримента 
**Р < 0,01; ***Р < 0,001 спрямо контролите 

Обсъждане 
Исхемичното увреждане на мозъчната тъкан 

предизвиква верига от последващи физиологич-
ни и биохимични реакции, като крайният резул-
тат е невронално увреждане и смърт [4]. In vitro 
моделът за исхемия в мозъчни срезове от плъх в 
условията на кислородно-глюкозен глад е под-
ходяща система за оценка на потенциална нев-
ропротективна активност на различни вещества. 
В настоящата работа бе установено тъканното 
увреждане, предизвикано in vitro в условия на 
кислородно-глюкозен глад, в различни времеви 
интервали (5, 15, 30 и 60 min), чрез определяне 
на освобождаването на глутамат (GLU), лактат 
дехидрогеназа (LDH) в среда на изкуствена це-
реброспинална течност (аCSF) и чрез определяне 
на задръжката на вода в мозъчната тъкан след 90 
min период на реперфузия.  
Още след най-краткия OGD период (5 min) 

нивата на освободения глутамат и LDH от мо-
зъчните срезове са повишени статистичеки зна-
чимо (съответно + 53% и + 138% спрямо конт-
ролите). Тези данни са в унисон с очакваните 
ефекти при модел на кислородно-глюкозното 
отнемане в инкубационната среда на мозъчните 
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срезове. В нормални физиологични условия мо-
зъчната тъкан се отличава с висока консумация 
на кислород и глюкоза, като физиологичните 
мозъчни функции зависят в голяма степен от 
процесите на окислително фосфорилиране [5]. 
При исхемия се наблюдава фокално понижение 
на мозъчния кръвен ток и съответно намаляване 
на доставянето на енергийните източници кис-
лород и глюкоза. Това води до промяна на вът-
реклетъчния йонен градиент, силно понижение 
на мембранния потенциал и деполяризация на 
невроните и глиалните клетки. След активиране 
на соматодендритните и на потенциал-зависи-
мите калциеви канали в екстрацелуларното 
пространство се освобождават възбудните ами-
нокиселини (глутамат) [16]. В същото време 
енергоемките процеси, като пресинаптичния 
реъптейк на възбудни аминокиселини, силно 
намаляват, което води до натрупване на глута-
мат в екстрацелуларното пространство [14, 16].  
Наблюдавана бе линейна зависимост в нараст-

ването на освободения глутамат, LDH и задръж-
ката на вода с времето (OGD период 5, 15, 30 
min). Най-високите стойности на определяните 
параметри са след 30 min OGD период, в който 
се наблюдават повишение на количествата на 
освободения в инкубационната среда глутамат и 
LDH, съответно до + 107% и + 340% спрямо 
контролите. Тези ефекти са съпътствани от ма-
сивна задръжка на вода в мозъчната тъкан  
(+ 142% спрямо контролите). Има достатъчно 
доказателства, които показват, че с повишаване 
на глутаматната невротрансмисия нараства и 
невроналното увреждане вследствие на исхемия-
та [5, 12]. В резултат от глутамат-медиираната 
свръхактивация Na и Cl йони навлизат в невро-
ните през каналите за моновалентни йони (напр. 
AMPA рецептор – канал), водата следва пасивно 
инфлукса на тези йони, който надвишава ефлук-
са на К йони, предизвиквайки задръжка на тъ-
канни течности (едема) [1, 9, 15].  
Удължаването на OGD периода до 60 min не 

води до статистически значима промяна в изс-
ледваните показатели спрямо измерените на 30 
min. Напротив, след 30-ата минута се наблюда-
ват уголемяване на клетъчните вакуоли, наруша-
ване целостта на мембраната и разпукване на 
вакуолата, и като следствие нарушаване на це-
лостта на клетката. 
Резултатите от проведените експерименти по-

казват, че OGD период от 30 min е най-подходящ 

при модел за исхемично увреждане, тъй като 
тогава се наблюдават значителна задръжка на 
вода в мозъчната тъкан и най-високи нива на 
освобождаване на глутамат и LDH, без да се 
компрометират клетъчните функции и интегри-
тетът на клетките.  
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