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Цель исследования — оценить роль агониста каннабиноидных рецепторов и блокаторов активности ключевых ферментов 
биодеградации эндоканнабиноидов в адаптации нейрон-глиальных сетей к повреждающим факторам ишемии.

Материалы и методы. Материалом для исследований служили культуры диссоциированных клеток гиппокампа, полученные 
от эмбрионов мыши линии C57BL/6 18-го дня гестации. Моделирование гипоксии и глюкозной депривации проводили на 14-й день 
культивирования. Аппликацию синтетического аналога эндоканнабиноида N-арахидоноилдофамина (NADA) (10 мкМ), необрати-
мого ингибитора моноацилглицерол липазы JZL184 (1 мкМ) и ингибитора обоих ключевых ферментов биодеградации эндоканна-
биноида JZL195 (1 мкМ) в культуральную среду выполняли при моделировании факторов ишемии и непосредственно после него. 
Оценивали жизнеспособность клеток в культуре на 1, 3 и 7-е сутки после моделирования факторов ишемии. На 7-е сутки также 
проводили анализ спонтанной кальциевой активности диссоциированных культур с помощью мультиклеточного функционального 
кальциевого имиджинга. Для выявления молекулярных механизмов нейропротекторного действия активации компонентов эндокан-
набиноидной системы была исследована экспрессия мРНК CB1R-рецепторов и индуцируемого гипоксией фактора HIF-1α с помо-
щью флюоресцентных мРНК-зондов (SmartFlare, Merck, Германия).

Результаты. Установлено, что введение в культуральную среду агониста каннабиноидных рецепторов 1-го и 2-го типа NADA 
и блокатора ферментов MAGL и FAAH JZL195 оказывает нейропротекторное действие, проявляющееся в достоверном снижении 
количества мертвых клеток по сравнению с группами культур, подвергшихся действию факторов ишемии (гипоксии и глюкозной 
депривации). Кроме того, активация эндоканнабиноидной системы позволяет частично нивелировать индуцированные гипоксией 
и глюкозной депривацией in vitro изменения спонтанной кальциевой активности в культурах клеток гиппокампа, что выражается 
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в поддержании числа клеток, проявляющих активность, а также в частичной нормализации длительности и частоты кальциевых 
осцилляций.

Выявлено, что применение синтетического аналога эндоканнабиноида NADA при моделировании гипоксии достоверно повы-
шает экспрессию каннабиноидных рецепторов 1-го типа. При использовании NADA и JZL195 уровень экспрессии мРНК фактора 
HIF-1α не отличался от показателей интактных культур.

Заключение. Применение N-арахидоноилдофамина (10 мкМ) и блокатора ферментов JZL195 оказывает нейропротекторный 
эффект при моделировании факторов ишемии, выражающийся в поддержании жизнеспособности и спонтанной кальциевой актив-
ности клеток первичных культур гиппокампа.

Ключевые слова: эндоканнабиноидная система; N-арахидоноилдофамин; NADA; JZL195; JZL184; ишемия мозга; гипоксия 
мозга; первичные культуры клеток гиппокампа; нейропротекция.
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The aim of the study was to evaluate the role of a cannabinoid receptor agonist and blockers of key enzymes of endocannabinoid 
biodegradation in the adaptation of neuron-glial networks to ischemia factors influence.

Materials and Methods. Dissociated hippocampal cells obtained from C57BL/6 murine embryos on the 18th day of gestation were 
cultivated as primary cultures. Two major factors of ischemia — hypoxia and glucose deprivation — were modeled on day 14 of culture 
development in vitro. Synthetic endocannabinoid N-arachidonoyl dopamine (NADA) at concentration of 10 μM, irreversible inhibitor of 
monoacylglycerol lipase JZL184 (1 μM) and inhibitor of two key enzymes of endocannabinoid biodegradation JZL195 (1 μM) were added 
into the culture medium at the beginning of ischemia factors modeling or immediately after it. The cell viability was assessed on days 1, 3, 
and 7 after the influence of ischemia factors. On day 7, the spontaneous calcium activity in primary hippocampal cells was analyzed using 
the multicellular functional calcium imaging. To reveal the molecular neuroprotective mechanisms of the tested compounds, expression of 
mRNA CB1R receptor and mRNA hypoxia-inducible factor HIF-1α were measured using fluorescent mRNA detection probes (Smart Flare 
Merck, Germany).

Results. Application of NADA (the agonist of the cannabinoid type 1 and 2 receptors) or JZL195 (the MAGL/FAAH enzymes blocker) 
into the culture medium has been found to have a neuroprotective effect manifesting itself in a consistent cell death decrease compared 
with the control cultures. In addition, activation of the endocannabinoid system partially neutralizes the changes induced by hypoxia and 
glucose deprivation in vitro: the spontaneous calcium activity was detected in a greater number of cells (vs the control group), and the 
duration and frequency of calcium oscillations were partially normalized. 

It was also found that NADA application during hypoxia significantly increased the type 1 cannabinoid receptors expression. When 
NADA and JZL195 were added the expression level of mRNA HIF-1α factor did not differ from that of the intact cultures.
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Conclusion. The synthetic endocannabinoid NADA and the enzyme blocker JZL195 have a pronounced neuroprotective effect on the 
modeled ischemia factors consisting in the increase of neuronal cell viability and a good functional calcium activity of primary hippocampal 
cultures in a long-term period after injury.

Key words: endocannabinoid system; N-arachidonoyl dopamine; NADA; JZL195; JZL184; brain ischemia; brain hypoxia; primary 
cultures of hippocampal cells; neuroprotection.

Актуальная задача современной неврологии — по-
иск соединений, обладающих нейропротекторным по-
тенциалом и способных поддерживать функциональ-
ную активность нейронных сетей головного мозга, 
когнитивные и мнестические функции после ишеми-
ческого повреждения, повышать адаптационные воз-
можности организма.

За последние два десятилетия появились све-
дения, убедительно свидетельствующие о том, что 
эндогенные регуляторные системы играют важную 
роль в обеспечении устойчивости нервных клеток к 
различным повреждающим факторам [1–4]. Большой 
интерес вызывает нейропротекторный потенциал сое-
динений, нацеленных на модуляцию активности эндо-
каннабиноидной системы (ЭКС). К этой системе отно-
сят эндогенные лиганды каннабиноидных рецепторов 
и непосредственно рецепторы, расположенные на 
клеточной мембране, в первую очередь каннабиноид-
ные рецепторы 1-го и 2-го типов (CB1R и CB2R), а также 
другие родственные рецепторы. К ЭКС также принад-
лежат ферменты, участвующие в биосинтезе и инак-
тивации эндогенных лигандов [5, 6].

ЭКС является регуляторной системой, модулирую-
щей различные физиологические процессы в организ-
ме. Одна из ключевых ее функций — регуляция си-
наптической передачи, также к ее функциям относится 
регуляция пищевого и эмоционального поведения, 
болевой чувствительности и т.д. ЭКС играет важную 
роль и в других системах организма, регулируя, напри-
мер, активность иммунной системы. Каннабиноидные 
рецепторы, лиганды и ферменты био деградации эн-
доканнабиноида — моноацилглицерол липаза (MAGL) 
и гидролаза амидов жирных кислот (FAAH) — были 
обнаружены во всех отделах нервной системы [7].

Нейропротекторные свойства ЭКС были показа-
ны на различных моделях заболеваний и травм го-
ловного и спинного мозга, причем как для лигандов 
каннабиноидных рецепторов [4, 6, 8–14], так и для 
ингибиторов инактивации эндоканнабиноидов и алло-
стерических модуляторов активности ферментов ЭКС 
[15–20]. За последнее десятилетие сформировалось 
представление об ЭКС как одном из гомеостатиче-
ских механизмов защиты организма, и прежде всего 
нервной системы, при травмах и действии различных 
повреждающих факторов [4, 6]. Каннабиноиды умень-
шают повреждения нервной ткани при нейродегене-
ративных заболеваниях, оказывая антиоксидантное, 
противовоспалительное и антиэксайтотоксическое 
действия. Именно это комплексное воздействие на 

разнообразные патогенетические молекулярные ка-
скады, позволяющее эффективно защитить нервную 
ткань от повреждения, является важным преимуще-
ством ЭКС перед соединениями, также обладающими 
нейропротекторным эффектом, но воздействующими 
только на один из путей реализации повреждающе-
го действия ишемии, например блокаторы NMDA-
рецепторов.

Очевидно, что в основе патогенеза большинства 
нейродегенеративных расстройств и заболеваний 
ЦНС лежит комбинация различных патогенетических 
каскадов, поэтому надежная стратегия сохранения 
функциональной активности нейронов требует сочета-
ния защитных эффектов на всех или на большинстве 
этих молекулярных каскадов. Каннабиноидные рецеп-
торы различных типов присутствуют на всех ключе-
вых клетках нервной системы (нейроны, астроциты, 
покоящаяся и реактивная микроглия, олигодендро-
циты и клетки-предшественники олигодендроцитов, а 
также предшественники нейронов) во всех ключевых 
структурах головного мозга [6, 21]. Таким образом, 
используя ЭКС, можно одновременно уменьшить экс-
айтотоксичность путем активации каннабиноидных 
рецепторов 1-го типа, расположенных на нейронах 
(CB1R), снизить негативные эффекты реактивного ми-
кроглиоза, воздействуя через микроглиальные кан-
набиноидные рецепторы 2-го типа (CB2R), а также 
усилить трофическую и метаболическую поддержку 
нейронов при ишемическом повреждении, дейст-
вуя через астроцитарные рецепторы CB1R или CB2R 
(рис. 1).

Следует отметить, что эффекты каннабиноидов 
могут реализовываться через механизмы, не связан-
ные с каннабиноидными рецепторами/ферментами, 
но активирующие факторы транскрипции (например, 
Nrf-2 и NF-κB) или ядерные рецепторы, активируемые 
пероксисомным пролифератором (PPAR) для ограни-
чения окислительного стресса и воспалительных ре-
акций [6, 22].

На сегодняшний день наиболее изученным спо-
собом активации ЭКС является экзогенное введение 
синтетических аналогов эндогенных каннабиноидов. 
Еще одним методом активации ЭКС служит приме-
нение ферментов, ингибирующих активность фер-
ментов биодеградации эндоканнабиноидов (MAGL 
и FAAH). Их использование приводит к увеличению 
концентрации эндогенно синтезируемых каннаби-
ноидов в тканях организма. Этот способ является 
весьма перспективным, однако относительно мало 
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изученным. S. Carloni с соавт. 
[16] показали, что применение 
ингибитора MAGL уменьшает 
апоптотическую и некротиче-
скую гибель клеток головного 
мозга экспериментальных жи-
вотных при перинатальной ги-
поксии. Нейропротекторный 
эф фект установлен при ис-
пользовании ингибитора MAGL 
JZL184 в модели болезни 
Альцгеймера на мышах APdE9 
[15]. Положительный эффект 
при блокаде гидролазы амидов 
жирных кислот продемонстри-
рован также на модели болезни 
Паркинсона [18].

Таким образом, исследования 
различных способов активации 
компонентов ЭКС и поиск оп-
тимальных методических под-
ходов, позволяющих защитить 
клетки нервной системы от по-
вреждающих воздействий, в том 
числе ишемического, чрезвы-
чайно актуальны.

Цель исследования — изу-
чить влияние агониста канна-
биноидных рецепторов и бло-
каторов активности ключевых 
ферментов биодеградации эн-
доканнабиноидов на адаптацию 
нейрон-глиальных сетей к повре-
ждающим факторам ишемии.

Материалы и методы
Культивирование диссо-

циированных клеток гип-
покампа. Материалом для 
исследований служили культу-
ры диссоциированных клеток 
гип покампа, полученных от 
18-дневных эмбрионов мышей 
линии C57BL/6. Основные пра-
вила содержания и ухода за 
экспериментальными животны-
ми соответствовали нормати-
вам, указанным в приказе Мин -
здрава России №267 от 19.06.03. 
«Об утверждении правил лабораторной практики в 
Российской Федерации». Ферментативную диссоци-
ацию клеток эмбрионального гиппокампа проводили 
при помощи обработки 0,25% раствором трипсина 
(Gibco, США). Культивирование первичных культур 
осуществляли в нейробазальной среде Neurobasal 
(Thermo Fisher Scientific, США) в комплексе с биоак-
тивной добавкой В27 (Thermo Fisher Scientific, США), 
L-глутамином (Thermo Fisher Scientific, США), эмбри-
ональной телячьей сывороткой («ПанЭко», Россия) 

согласно ранее разработанному протоколу [23, 24] в 
течение 21 дня in vitro на стеклах, покрытых полиэти-
ленэмином (Sigma-Aldrich, Германия), для повышения 
адгезии клеток на их поверхность. Исходная плот-
ность культуры на матрице составляла 9000 кл./мм2. 
Жизнеспособность культур поддерживали в условиях 
СО2-инкубатора (MCO-18AIC; Sanyo, Япония) при тем-
пературе 35,5оС и газовой смеси, содержащей 5% СО2.

Моделирование гипоксии. Проводили на 14-й 
день культивирования путем замены культураль-

↓
↑ Факторы,  

поддерживающие 
жизнеспособность

↓↓ Провоспалительные  
медиаторы

↓ Провоспалительные  
медиаторы

Активация 
антиоксидантной 

системы

↑ Эндоваскулярные 
факторы

Рис. 1. Модифицированная схема молекулярных и клеточных механизмов, 
обеспечивающих нейропротективные свойства эндоканнабиноидов [2]:
CB1R — каннабиноидный рецептор 1-го типа; CB2R — каннабиноидный рецептор 
2-го типа; PPARs — рецепторы, активируемые пероксисомным пролифератором; 
NF-κB — транскрипционный фактор (ядерный фактор «каппа-би»); Nrf2 — транс-
крипционный фактор; АФК — активные формы кислорода; COX-2 — циклоокси-
геназа 2; iNOS — индуцибельная NO-синтаза; 5-НТ1А — подтип серотониновых 
рецепторов подсемейства 5-НТ1А-рецепторов;  α, β, γ — субъединицы С-белка, со-
пряженного с рецептором; ЭКС — эндоканнабиноидная система
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ной среды на среду с низким содержанием кислоро-
да на 10 мин. Вытеснение кислорода осуществля-
ли путем насыщения культуральной среды аргоном. 
Эксперимент выполняли в герметичной камере, в ко-
торой воздух также был замещен на аргон. В культу-
ральную среду при моделировании гипоксии и после 
замены среды на нормоксическую добавляли одно из 
исследуемых соединений: N-арахидоноилдофамин 
(NADA) — 10-мкМ синтетический эндоканнабиноид, 
агонист рецепторов CB1R, CB2R и TRPV1; JZL184 (4-ни-
трофенил-4-[бис (1, 3-бензодиоксол-5-ил)(гидрокси)
метил]пиперидин-1-карбоксилат) — 1-мкМ необрати-
мый ингибитор MAGL; JZL195 (4-нитрофенил)4-[(3-
феноксифенил)метил]пиперазин-1-карбоновой кисло-
ты) — 1-мкМ ингибитор обоих ключевых ферментов 
биодеградации эндоканнабиноида, FAAH и MAGL 
(рис. 2).

Моделирование глюкозной депривации. 
Выполняли на 14-й день развития культуры in vitro пу-
тем замены на 2 ч стандартной культуральной среды 
на среду, не содержащую глюкозу, лактат, пируват. По 
прошествии данного времени среду заменяли на ис-
ходную. Аппликацию исследуемых соединений прово-
дили аналогично моделированию гипоксии.

Оценка жизнеспособности клеток в диссоци-
ированных культурах. Жизнеспособность клеток 
диссоциированной культуры гиппокампа оценивали на 
1, 3 и 7-й день после моделирования гипоксии и глю-
козной депривации. Осуществляли подсчет числа кле-
точных ядер, окрашенных пропидий иодидом (81845-
25MG; Sigma, США), — мертвые клетки — и ядер, 
окрашенных бис-бензимидом (14530-100MG; Sigma, 
США), — все клетки культуры. Долю погибших клеток 

рассчитывали как процентное соотношение 
между бис-бензимид позитивными и пропи-
дий иодид позитивными клетками [24].

Функциональный кальциевый имид-
жинг. Для исследований функциональной 
метаболической активности клеток первич-
ных культур гиппокампа использовали каль-
циевый имиджинг для регистрации изме-
нения концентрации цитоплазматического 
кальция. Данный метод позволяет визуализи-
ровать функциональную архитектуру нейрон-
ных сетей на клеточном уровне. Для культур 
клеток гиппокампа характерно спонтанное 
периодическое увеличение концентрации ио-
нов Са2

+ в цитоплазме. К нему приводит акти-
вация ионных каналов на постсинаптической 
мембране. После поступления в цитоплазму 
кальций быстро связывается кальций-связы-
вающей системой клетки. Такая кальциевая 
активность может быть исследована с приме-
нением иончувствительных флюоресцентных 
зондов [25].

В качестве флюоресцентного зонда ис-
пользовали специфический кальциевый кра-
ситель OregonGreen 488 BAPTA-1 АМ (OGB1) 

(Thermo Fisher Scientific, США). Окрашивание прово-
дили по стандартному протоколу [26]. Для регистра-
ции флюоресценции применяли лазерный сканирую-
щий микроскоп LSM 510 NLO (Carl Zeiss, Германия). 
Регистрировали временны' е серии изображений поля 
флюоресценции OGB1. Флюоресценцию красите-
ля возбуждали линией излучения аргонового лазера 
488 нм, регистрировали с помощью светофильтра с 
полосой 500–530 нм. Анализировали изменение ин-
тенсивности флюоресценции (усл. ед.) выбранной 
области поля зрения, совпадающей с телом клетки. 
Выделение и анализ кальциевых осцилляций, полу-
ченных при помощи флюоресцентной конфокальной 
микроскопии, проводили с помощью оригинального 
программного пакета Astroscanner (свидетельство о 
государственной регистрации программы для ЭВМ 
№2014662670). Анализировали записи функции 
F(t) средней интенсивности флюоресценции краси-
теля OGB1 выделенной области поля от времени. 
Учитывали следующие параметры: длительность (с), 
частоту (количество кальциевых событий в минуту), 
процент работающих клеток в культуре [26].

Прижизненная детекция мРНК. Для прижизнен-
ной детекции мРНК использовали РНК-детекторные 
зонды SmartFlare (Merck, Германия). Данный метод 
позволяет прижизненно определить уровень экспрес-
сии мРНК в живых активно функционирующих клет-
ках. Зонды для детекции мРНК поглощаются живыми 
клетками путем эндоцитоза. Эти зонды циркулируют 
внутри клетки и связываются с комплементарными 
целевыми РНК-последовательностями. После связы-
вания высвобождается флюорофор, который может 
быть обнаружен с помощью флюоресцентной микро-

а

б

До воздействия Постгипоксический период, сут

Период после ГД, сут

Гипоксия (10 мин)

ГД (2 ч)

14 DIV

14 DIV

До воздействия

Рис. 2. Схема регистрации спонтанной биоэлектрической актив-
ности культур диссоциированных клеток гиппокампа на разных 
стадиях развития in vitro:
а — после гипоксии; б — после глюкозной депривации (ГД); DIV — 
день развития
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действия факторов ишемии. На 7-й день после моде-
лирования гипоксии доля мертвых клеток в культурах 
была в 4,8 раза больше, чем в интактных культурах 
(80,69±19,56 и 16,64±7,7% соответственно). В культу-
рах, подвергнутых глюкозной депривации, к 7-м сут-
кам мертвых клеток было в 3,9 раза больше, чем в 
интактных культурах (55,0±15,6 и 14,2±7,7%) (рис. 3).

Применение синтетического аналога эндоканнаби-
ноида NADA (10 мкМ) предотвращало снижение жиз-
неспособности клеток первичных культур гиппокампа 
на протяжении всего периода наблюдения (на 7-е сут-
ки после моделирования гипоксии доля мертвых кле-
ток составила 38,4±7,4%, после моделирования глю-
козной депривации — 21,6±3,1%).

Аппликация блокатора ключевых ферментов био-
деградации эндоканнабиноида JZL195 (1 мкМ) увели-
чивала жизнеспособность клеток первичных культур 
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Рис. 3. Доля мертвых клеток в диссоциированных культурах гиппокампа на 1, 
3 и 7-е сутки после моделирования:
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скопии [27]. РНК-зонды добавляли в среду культиви-
рования после моделирования гипоксии на 14-й день 
развития культур in vitro.

Для изучения молекулярных механизмов нейро-
протекторного действия активации компонентов ЭКС 
была исследована экспрессия мРНК CB1R-рецепторов 
и индуцируемого гипоксией фактора HIF-1α. Для выяв-
ления уровня неспецифического окрашивания и осо-
бенностей работы РНК-детекторных зондов использо-
вались следующие контроли: отрицательный конт роль 
(Scramble) (Merсk, Германия) — РНК-зонд, «захватыва-
ющая нить» которого комплементарна нуклеотидным 
последовательностям, не встречающимся в клетках, 
для определения фонового уровня флюоресценции, 
вызванного неспецифическим высвобождением флюо-
ресцентных нитей; положительный контроль (Uptake) 
(Merсk, Германия) — РНК-зонд, который всегда флю-
оресцирует внутри клетки и 
позволяет оценить уровень 
захвата РНК-зондов клеткой; 
контроль на гены «домашне-
го хозяйства» (Housekeeping) 
(Merсk, Германия) — является 
положительным контролем об-
наружения мРНК и всегда ак-
тивен в клетках (обнаруживает 
мРНК 18S субъединицы рибо-
сомы). Для детекции флюорес-
ценции использовали конфо-
кальный лазерно-сканирующий 
микроскоп (LSM 510; Carl Zeiss, 
Германия).

Статистическая обра-
ботка данных. Полученные 
дан ные представлены как 
сред нее ± стандартная ошиб ка 
среднего (SEM). Достоверность 
различий между эксперимен-
тальными группами определя-
ли с помощью пакета ANOVA 
в программе SigmaPlot 11.0 
(Systat Software Inc.). Различия 
считались статистически значи-
мыми при p<0,05.

Результаты. На первом эта-
пе работы исследовали жизне-
способность клеток при моде-
лировании факторов ишемии. 
Установили, что как гипоксия, 
так и глюкозная депривация 
вызывают статистически значи-
мое (ANOVA, р<0,05) увеличе-
ние количества мертвых клеток 
в культуре уже в первые сутки 
после воздействия. Выявлено, 
что снижение жизнеспособ-
ности клеток продолжается 
вплоть до 7-х суток после воз-
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гиппокампа при моделировании факторов ишемии. 
При моделировании гипоксии жизнеспособность 
клеток культур группы «гипоксия + JZL195» не отли-
чалась от интактных культур и была статистически 
значимо (ANOVA, р<0,05) выше, чем в группе «гипок-
сия» (20,1±2,0%). В группе «глюкозная депривация + 
JZL195» на 7-е сутки после воздействия происходило 
незначительное снижение жизнеспособности, стати-
стически значимых различий с интактной группой не 
выявлено (15,1±2,7%).

Следует отметить, что применение блокатора 
MAGL JZL184 (1 мкМ) как при моделировании гипок-
сии, так и при моделировании глюкозной депривации 
неблагоприятно воздействовало на жизнеспособ-
ность клеток в первичной культуре гиппокампа (при 
моделировании гипоксии на 7-е сутки в культурах с 
аппликацией JZL184 наблюдали 97,3±9,6% мертвых 
клеток, при моделировании глюкозной депривации — 
98,5±14,6%).

Таким образом, выявлено, что введение в культу-
ральную среду агониста каннабиноидных рецепторов 
1-го и 2-го типа NADA и блокатора основных фермен-
тов JZL195 оказывает нейропротекторное действие, 
проявляющееся в достоверном снижении количест-
ва мертвых клеток по сравнению с группами культур, 
подвергшихся действию факторов ишемии (гипоксии и 
глюкозной депривации). При этом в процессе модели-
рования гипоксии JZL195 проявил более выраженный 
защитный эффект по сравнению с NADA. Применение 
блокатора JZL184 не оказывало положительного эф-
фекта на жизнеспособность нервных клеток. Поэтому 
для дальнейших исследований были выбраны NADA 
и JZL195.

Следующим этапом исследования явилось изуче-
ние эффектов, оказываемых ЭКС на индуцированные 
факторами ишемии изменения спонтанной кальцие-
вой активности клеток первичных культур гиппокампа. 
Сегодня не вызывает сомнений, что важнейшие функ-
ции нервной системы — обработку и передачу инфор-
мации, консолидацию памяти, формирование эмоций 
и поведенческих реакций — выполняют не отдельные 
нейроны, а целые нейронные сети, которые являются 
минимальной функциональной единицей нервной си-
стемы [28]. Изучение функциональной активности на 
сетевом уровне чрезвычайно важно для понимания 
механизмов воздействия стрессорных факторов на 
головной мозг. Определение особенностей динамики 
концентрации кальция в клетках первичных культур 
гиппокампа позволяет провести анализ функциональ-
ной метаболической активности как нейронов, так и 
глии [26].

В рамках нашего исследования был проведен муль-
тиклеточный кальциевый имиджинг. Преимущество 
данного метода — возможность исследования мета-
болической активности нейронных сетей, формиру-
ющихся в первичных культурах клеток гиппокампа, с 
клеточным разрешением. Оценка функциональной 
кальциевой активности проводилась на 7-й день по-

сле моделирования повреждающих факторов ишемии. 
В интактных культурах на 21-й день культивирования 
наблюдалась спонтанная кальциевая активность. 
Частота возникновения кальциевых осцилляций в 
нейронной сети составляла 2,2±0,2 в минуту, ак-
тивность проявляли 91,1±3,5% клеток (рис. 4, а, д). 
Исследование воздействия острой гипоксии выявило, 
что на 7-е сутки постгипоксического периода происхо-
дило резкое снижение спонтанной кальциевой актив-
ности. Активность проявляло лишь 34,0±13,4% клеток, 
а частота кальциевых осцилляций (ANOVA, р<0,05) 
снизилась до 0,94±0,21 в минуту. Длительность каль-
циевых осцилляций изменилась незначительно.

Эффект блокады ферментов биодеградации эн-
доканнабиноидов с помощью JZL195 проявляет-
ся в сохранении спонтанной кальциевой активно-
сти. Активность обнаружена в 79,7±15,5% клеток 
(см. рис. 4, д). Частота кальциевых осцилляций при 
воздействии JZL195 снизилась в 2,4 раза по сравне-
нию с интактными культурами и составила 0,9±0,3 
осцилляции в минуту. Длительность кальциевых ос-
цилляций возросла почти в два раза по сравнению с 
интактными культурами (12,8±1,7 и 6,7±1,3 с соответ-
ственно; p<0,05, ANOVA).

NADA также оказал антигипоксический эффект. 
Спонтанную кальциевую активность в культурах кле-
ток данной экспериментальной группы проявляли 
86,8±7,7% клеток (см. рис. 4, д). Нейропротекторный 
эффект NADA по параметру частоты осцилляций был 
более выражен, чем в случае применения JZL195 
(снижение в 1,4 раза относительно интактной группы), 
и статистически значимо отличался от группы «гипок-
сия». Длительность кальциевых осцилляций в группе 
NADA возросла незначительно и составила 23,8±7,7 с.

При моделировании глюкозной депривации на 7-е 
сутки также происходило статистически значимое сни-
жение спонтанной кальциевой активности. Активность 
проявляли лишь 53,2±5,0% клеток, а частота кальци-
евых осцилляций снизилась в 2,2 раза — до 0,9±0,04 
в минуту (ANOVA, р<0,05). Интересно отметить, что 
в отличие от гипоксии глюкозная депривация вызва-
ла статистически значимое (ANOVA p<0,05) увеличе-
ние длительности кальциевых осцилляций в два раза 
(38,8±1,5 с) (рис. 4, е).

Установлено, что оба способа активации ЭКС по-
зволяют частично предотвратить вызванное глюкоз-
ной депривацией снижение кальциевой активности. 
Нейропротекторный эффект JZL195 выражался в 
поддержании числа клеток, проявляющих активность 
(80,6±5,8%) (см. рис. 4, е), и в частичном сохранении 
частоты и длительности кальциевых осцилляций. 
Частота кальциевых осцилляций при воздействии 
JZL195 снизилась в 1,6 раза по сравнению с интакт-
ными культурами (1,3±0,2 осцилляции в минуту). 
Длительность кальциевых осцилляций возросла в 1,4 
раза по сравнению с интактными культурами (9,1±0,3 
и 6,6±0,3 с соответственно). NADA также оказал ней-
ропротекторное воздействие. Активность в данной 
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группе проявляли 78,1±2,4% клеток (см. рис. 4, е). 
Частота кальциевых осцилляций при воздействии 
NADA снизилась в 1,5 раза по сравнению с интакт-
ными культурами (1,4±0,4 осцилляции в минуту). 
Длительность кальциевых осцилляций была статисти-
чески значимо ниже, чем в группе «гипоксия», и не от-
личалась от интактных культур (6,6±0,4 с).

Таким образом, наше исследование показало, что 
ЭКС играет важную роль в поддержании метаболиче-
ской активности клеток нейронных сетей при действии 
повреждающих факторов ишемии.

Для понимания возможных молекулярных меха-
низмов действия NADA и JZL195 было проведено 
исследование изменения уровня экспрессии мРНК 
CB1R-рецепторов на 3-и сутки после моделирования 
одного из факторов ишемии (гипоксии). Прижизненная 
детекция мРНК СВ1R-рецепторов показала, что в пер-
вичных культурах клеток гиппокампа мРНК СВ1R ак-
тивно синтезируется как нейронами, так и глиальными 

клетками. Гипоксическое воздействие вызывало не-
значительное снижение доли СВ1R мРНК-позитивных 
клеток (с 73,6±4,3 до 61,1±6,0%). В группе «гипоксия 
+ JZL195» их число статистически значимо не отли-
чалось от интактных значений и составило 69,1±8,5% 
(рис. 5, а). В группе «гипоксия + NADA» доля мРНК 
СВ1R-положительных клеток статистически значимо 
повышается (95,2±3,5%). Таким образом, выявлено, 
что применение синтетического аналога эндоканнаби-
ноида NADA достоверно повышает экспрессию канна-
биноидных рецепторов 1-го типа.

В течение ряда последних лет появились данные 
о возможной роли фактора HIF-1α в реализации ней-
ропротекторного действия ЭКС при гипоксическом 
повреждении. Для подтверждения данной гипотезы 
нами был изучен уровень экспрессии мРНК HIF-1α 
при действии исследуемых соединений после моде-
лирования гипоксии. Было установлено, что экспрес-
сия мРНК HIF-1α на 3-и сутки после моделирования 
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Рис. 4. Характерные примеры записей кальциевой активности в культурах клеток гиппокампа:
а — интактная культура; б — гипоксия; в — гипоксия + JZL195; г — гипоксия + NADA; д, е — основные параметры спон-
танной кальциевой активности на 7-й день после моделирования гипоксии (д); глюкозной депривации — ГД — (е) in vitro; 
различия статистически значимы (p<0,05) по сравнению с * — контролем, # — гипоксией или ГД соответственно
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гипоксии увеличивается в 1,9 раза по сравнению с 
интактными культурами (ANOVA, р<0,05): доля мРНК 
HIF-1α-позитивных клеток в интактной группе соста-
вила 46,2±10,1%, в группе «гипоксия» — 87,8±11,5% 
(рис. 5, б). Применение NADA вызывало снижение 
доли клеток, экспрессирующих мРНК HIF-1α, в 2 раза 
(22,3±12,1%; ANOVA р<0,05). Применение блокатора 
ключевых ферментов биодеградации эндоканнабино-
ида не вызывало статистически значимого изменения 
уровня экспрессии мРНК HIF-1α, хотя регистрирова-
лась тенденция к ее увеличению (63,2±8,2%).

Обсуждение. В результате проведенных иссле-
дований было установлено, что активация ЭКС как с 
помощью введения экзогенного аналога эндогенного 
каннабиноида NADA, так и с помощью блокады фер-
ментов биодеградации эндоканнабиноидов оказывает 
антигипоксический и нейропротекторный эффект при 

действии таких факторов ишемии, как гипок-
сия и глюкозная депривация. Помимо снижения 
числа погибших клеток, активация ЭКС позво-
ляет частично нивелировать индуцированные 
гипоксией и глюкозной депривацией in vitro из-
менения спонтанной кальциевой активности в 
культурах клеток гиппокампа, что выражается в 
поддержании числа клеток, проявляющих актив-
ность, а также в частичной нормализации дли-
тельности и частоты кальциевых осцилляций.

При сравнении эффекта активации ЭКС с 
помощью синтетического аналога эндоканна-
биноида NADA и блокатора ферментов биодег-
радации эндоканнабиноидов JZL195 обнару-
жено, что NADA оказывает более выраженный 
нейропротекторный эффект. Применение NADA 
позволяет поддержать на исходном уровне не 
только количество клеток, проявляющих спон-
танную кальциевую активность, но и частоту 
кальциевых осцилляций, а также их длитель-
ность, что является важным параметром нор-
мального функционирования нервных клеток.

Исследование возможных молекулярных ме-
ханизмов нейропротекторного действия актива-
ции ЭКС показало ключевую роль каннабино-
идных рецепторов 1-го типа, что согласуется с 
имеющимися литературными данными [29–34]. 
С применением метода флюоресцентных РНК-
зондов для прижизненной детекции мРНК стало 
очевидным, что аппликация NADA при модели-
ровании гипоксии достоверно повышает экс-
прессию мРНК СВ1R-положительных клеток. По 
всей вероятности, это позволяет эндоканнаби-
ноидам более активно воздействовать на пато-
логические каскады, индуцируемые гипоксиче-
ским воздействием.

Также нами была исследована возможная 
роль гипоксия-индуцированного фактора HIF-
1α в реализации нейропротекторного действия 
ЭКС. Этот транскрипционный фактор контр-
олирует передачу кислорода тканям и адапти-

рует клетку к кислородному голоданию за счет регу-
ляции экспрессии генных продуктов, включающихся 
в энергетический клеточный метаболизм, транспорт 
глюкозы, апоптоз, эритропоэз, ангиогенез, клеточную 
пролиферацию, влияя при этом на взаимодействие 
не только между клетками, но и между клеткой и суб-
стратом [35]. HIF — гетеродимер, включающий в себя 
конститутивную субъединицу HIF-β и субъединицу 
HIF-α, у которой существует три изоформы — HIF-1α, 
HIF-2α и HIF-3α. Уровень продукции HIF-1α зависит от 
парциального давления кислорода в крови и возра-
стает при гипоксии [36–38]. Роль HIF-1α при гипоксии 
изучалась многими исследователями, однако сведе-
ния о возможной взаимосвязи между ЭКС и HIF-1α 
начали появляться только совсем недавно. Данные 
R. Soler-Torronteras с соавт. [39] свидетельствуют о 
том, что N-ацилдофамины повышают экспрессию HIF-

Рис. 5. Исследование возможных молекулярных механиз-
мов нейропротекторного действия эндоканнабиноидной 
системы с помощью детекции мРНК на 3-и сутки после мо-
делирования гипоксии in vitro:
а — экспрессия прижизненной мРНК CB1R; б — экспрессия 
мРНК HIF-1α; различия статистически значимы (p<0,05) по 
сравнению с * — контролем, # — гипоксией
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1α клетками первичных нейрональных культур в усло-
виях нормоксии. Работа C. Abán с соавт. [40] показала, 
что повышение продукции HIF-1α при моделировании 
гипоксии приводит к снижению экспрессии FAAH, а 
также сокращает жизнеспособность клеток трофобла-
ста. Эти исследования позволяют предположить, что 
изменение продукции HIF-1α может быть одним из 
возможных молекулярных механизмов нейропротек-
торного действия эндоканнабиноидов. Наше исследо-
вание показало, что гипоксия вызывает достоверное 
увеличение экспрессии HIF-1α, что подтверждают ли-
тературные данные [37–39]. Активация ЭКС обоими 
исследуемыми соединениями сохраняет уровень экс-
прессии мРНК фактора HIF-1α близким к параметрам 
интактных культур.

Данные о роли HIF-1α в адаптации головного моз-
га к гипоксии противоречивы. Хотя достаточно много 
работ показывают, что HIF-1α стимулирует эритро-
поэз и ангиопоэз, которые повышают устойчивость 
организма к гипоксии [41–45], в некоторых исследо-
ваниях также отмечается, что HIF-1α играет отрица-
тельную роль в адаптации клеток нервной системы к 
гипоксическому воздействию [38]. Ряд исследований 
свидетельствуют, что HIF-1α является активатором 
проапоптотического гена р53 при гипоксии [46, 47] и 
при черепно-мозговой травме [48]. Мы считаем, что 
сохранение экспрессии HIF-1α на стабильном уровне 
является одним из молекулярных механизмов ней-
ропротекторного действия NADA и позволяет предо-
твратить индукцию апоптоза.

Заключение. Применение синтетического анало-
га каннабиноида N-арахидоноилдофамина (10 мкМ) 
и ингибитора обоих ключевых ферментов биодегра-
дации JZL195 (1 мкМ) оказывает нейропротекторный 
эффект при моделировании факторов ишемии, выра-
жающийся в поддержании жизнеспособности и спон-
танной кальциевой активности клеток первичных куль-
тур гиппокампа.
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