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Известно, что L-аминоадипиновая кислота (L-AA) оказывает токсическое действие на астроглию. Цель
работы – охарактеризовать морфологические изменения астроцитов in vitro и in vivo под действием L-AA.
Оценивали действие L-AA в диапазоне концентраций 0.17–1.4 мМ на астроциты в первичных диссоции-
рованных культурах коры головного мозга и мозжечка крыс, а так же при стереотаксическом введении
(20 мкг) в стриатум крыс. Концентрации 0.35–1.4 мМ L-AA вызывали снижение экспрессии кислого глио-
фибриллярного белка (GFAP), повреждение и гибель астроцитов, пикноз и активацию лизосом (увеличе-
ние экспрессии LAMP2). На вторые сутки после введения L-AA в стриатум крыс формировалась обшир-
ная, лишенная GFAP-позитивного окрашивания область повреждения. Полученные данные показали
перспективность использования L-аминоадипиновой кислоты для моделирования повреждения астро-
глии при нейродегенеративных заболеваниях.
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Астроглия участвует как в ключевых нейрофи-
зиологических процессах (модуляция синаптиче-
ской передачи, энергетическая поддержка нейро-
нов, нейровоспаление, регенерация и ремоделиро-
вание нервной ткани) (Verkhratsky, Nedergaard,
2018), так и в патогенезе ряда заболеваний (эпилеп-
сия, депрессия, ишемический инфаркт мозга и ней-
родегенеративные патологии, такие как болезни Альц-
геймера, Паркинсона и боковой амиотрофический
склероз) (Pekny, Pekna, 2016; Хаспеков, Фрумкина,
2017; Verkhratsky, Nedergaard, 2018; McConnell et al.,
2019).

Значительный интерес вызывают исследования,
связанные с регуляцией функции астроцитов, для
чего требуются экспериментальные модели их изби-
рательного повреждения (Jäkel, Dimou, 2017). Одной из
таких моделей может служить воздействие глиального
токсина L-аминоадипиновой кислоты (L-AA), кото-
рая является структурным аналогом глутамата и ме-
таболитом лизина. Изменение концентрации эндо-
генной L-AA рассматривается как потенциальный
биомаркер инсулинрезистентности и диабета второ-

го типа (Wang et al., 2013; Lee, 2019); биполярного
расстройства (Watmuff et al., 2016).

L-аминоадипиновая кислота токсична для астро-
цитов (Olney et al., 1980; Huck et al., 1984; Brown,
Kretzschmar, 1998; Billet et al., 2007; Śmiałowska et al.,
2013). Ее энантиомером является D-аминоадипино-
вая кислота. Рацемическая смесь этих аминокислот
повреждает в культуре ткани не только нейроглию,
но и нейроны (Olney et al., 1980). В клетку L-AA пе-
реносят Na-зависимые транспортеры глутамата, но
механизм ее токсического действия не выяснен. Из-
вестно, что L-AA угнетает синтез белка, снижает ак-
тивность глутаминсинтетазы, экспрессию глиофиб-
риллярного белка и белка S100b и активирует про-
апоптотические каскады (Khurgel et al., 1996;
Nishimura et al., 2000; O’Neil et al., 2019). L-AA повре-
ждает не только астроциты ЦНС, но и другие клетки
астроцитарного происхождения, например, Мюлле-
ровские клетки сетчатки (Wang et al., 2016).

При интрацеребральном введении L-AA в ами-
гдалу и префронтальную кору крыс наблюдали мас-
сивную дегенерацию астроцитов и депрессивно-по-
добное поведение животных (Banasr, Duman, 2008;
Śmiałowska et al., 2013). Показано, что L-AA, повре-
ждая астроциты, нарушает глутаматергическую пе-
редачу и провоцирует окислительный стресс (da Sil-

Принятые сокращения: GFAP – кислый глиофибриллярный
белок; L-AA – L-аминоадипиновая кислота.
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va et al., 2017). Некоторые исследования указывают
на неоднозначный характер действия L-AA. Напри-
мер, в одной из работ показано отсутствие глиоток-
сического эффекта L-AA при введении в гиппокамп
и стриатум (Saffran, Crutcher, 1987), а в другой работе
отмечено массивное повреждение нейронов и гене-
рализованные судороги при введении высоких доз
токсина в гиппокамп крыс (Chang et al., 1997).

Избирательное токсическое повреждение астро-
цитов как экспериментальная парадигма (Jakel, Di-
mou, 2017), в отличие от аналогичных подходов, на-
правленных на повреждение нейронов, не получило
широкого распространения. Большинство совре-
менных работ, в которых используются глиотокси-
ческие свойства L-AA, связано с удалением астроци-
тов с целью снижения провоспалительного эффекта
активированной астроглии. Так, введение L-AA по-
давляло нейровоспаление в черной субстанции моз-
га, вызываемое введением бактериальных липопо-
лисахаридов (O’Neil et al., 2019). На купризоновой
модели рассеянного склероза L-AA усиливала реми-
елинизацию (Madadi et al., 2019), а на модели повы-
шенного внутриглазного давления у крыс – ослаб-
ляла ассоциированное с реактивным глиозом повре-
ждение сетчатки (Wang et al., 2016). Было показано,
что L-AA снижала глиальную активацию при транс-
плантации клеток сетчатки и влияла на дифферен-
цировку глиальных клеток в ретинальные нейроны
(Takeda et al., 2008; West et al., 2008). Снижение аст-
роцитарной реакции обнаружили на модели гемор-
рагического инфаркта, при ингибировании тромбин-
индуцированной активации астроглии (Chiu et al.,
2017). Вместе с тем, подавление астроцитов вызыва-
ет и негативный эффект, поскольку дегенерация
астроцитов, под действием флуороцитрата, снижала
возможности восстановления и компенсации на мо-
делях паркинсонизма и ишемического инфаркта
мозга (Hayakawa et al., 2010; Kuter et al., 2019), а на
модели болезни Альцгеймера генетическое подавле-
ние астроцитов отягощало патологические измене-
ния (Katsouri et al., 2020).

Цель настоящего исследования – охарактеризо-
вать изменения астроцитов in vitro и in vivo под дей-
ствием L-аминоадипиновой кислоты и уточнить ис-
пользуемые оптимальные дозы и сроки действия ток-
сина для повреждения астроглии в эксперименте.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Первичные диссоциированные глиальные культуры

клеток мозжечка и коры больших полушарий. Для по-
лучения культур клеток использовали потомство
крыс Вистар, полученных из питомника “Столбо-
вая” (Национальный центр биомедицинских техно-
логий ФМБА России). Животных подвергали эвта-
назии с помощью диэтилового эфира. У трех постна-
тальных 8-дневных крысят извлекали мозжечок, а у
трех 10-дневных крыс – кору больших полушарий.
Выбранный период соответствует окончанию волны

постнатальной пролиферации астроцитов, наблю-
дающейся на первой неделе постнатального разви-
тия (Ge et al., 2012; Cerrato et al., 2018).

После удаления мозговых оболочек и промывки в
фосфатном солевом буфере (PBS) мозжечок и кору
иссекали скальпелем на мелкие фрагменты и поме-
щали на 15 мин в термостат (37°C) в 0.25%-ный рас-
твор трипсина. Фрагменты ткани промывали в среде
для культивирования, содержавшей минимальную
среду Игла, 10% эмбриональной бычьей сыворотки,
10 мМ буфера HEPES, 2 мМ глутамакса, 600 мг глю-
козы и 25 мМ KCl. Среда для коры не содержала KCl.
Фрагменты пятикратно пропускали через пастеров-
скую пипетку, после чего надосадочную жидкость
переносили в центрифужную пробирку, процедуру
повторяли до диссоциации ткани. Полученную сус-
пензию центрифугировали 3 мин при 1000 об./мин,
осадок ресуспендировали в среде для культивирова-
ния. Количество клеток мозжечка в суспензии, под-
считанное на счетчике Invitrogen Countess (Invitrogen,
США) составляло 4–5 млн/мл. Клетки в суспензии ко-
ры не подсчитывали из-за массивного детрита. Сус-
пензию по 150–200 мкл наносили на покровные стекла
(24 × 24 мм), покрытые полиэтиленимином
(0.5 мг/мл) и помещенные в чашки Петри диаметром
40 мм. Культивировали клетки в CO2 инкубаторе
(NuAire, США) при 35.5°С, во влажной атмосфере с
содержанием углекислоты 5%. Через 2 ч в чашки до-
бавляли среду до 1.5 мл без KCl. Через 5 дней среду
полностью заменяли новой, без KCl. При этом в по-
следующие сутки нейроны мозжечка погибали, а
культура коры очищалась от детрита и в обоих случа-
ях наблюдалось развитие глии. На 12 день in vitro
(DIV) в эксперименте с культурой коры или на 6
день in vitro (DIV) в эксперименте с культурой моз-
жечка вносили не более 10 мкл раствора L-AA на
PBS так, чтобы конечная концентрация L-AA соста-
вила 0.17, 0.7, 0.35 или 1.4 мМ. Через сутки после вне-
сения в культуру раствора L-AA, ее фиксировали
15 минут холодным 2% раствором формалина на
PBS, после чего многократно промывали PBS и ис-
пользовали для иммунофлуоресцентного мечения.

Стереотаксическое введение L-AA в стриатум. L-AA
растворяли в 1M HCl в концентрации 120 мкг/мкл, и
доводили до pH 7.3 с помощью 1М NaOH, после чего
разбавляли 0.01М PBS (pH 7.2–7.4) до итоговой кон-
центрации L-AA 20 мкг/мкл (Khurgel, 1996). Стерео-
таксическое введение L-AA проводили 12 крысам
Вистар (получены из питомника “Столбовая”), сам-
цам. Для премедикации применяли атропин в дозе
0.04 мг/кг подкожно. Для анестезии животным вво-
дили Zoletil-100 в дозе 3 мг/100 г и ксиланит в дозе
3 мг/кг внутримышечно. С помощью двойного сте-
реотаксического манипулятора (Stoelting, США) в
правый стриатум животного (координаты по атласу
Paxinos AP = 1.5; L = 2.5; V = 4.8), используя микрош-
приц (Hamilton, США), вводили 5 мкл раствора L-AA,
а в левый стриатум вводили PBS в том же объеме.
Равное количество (n = 4) животных выводили из
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эксперимента на вторые (48 ч), третьи (72 ч) и 12 сут
после операции. Крыс наркотизировали хлоралгид-
ратом, декапитировали гильотиной, извлекали мозг
и фиксировали 24 ч погружением в 4%-ный форма-
лин. Далее образцы пропитывали 30%-ным раство-
ром сахарозы, заливали средой O.C.T. и готовили
фронтальные замороженные срезы толщиной
10 мкм, на уровне стриатума.

Иммунофлуоресцентное мечение. Астроциты вы-
являли с помощью поликлональных кроличьих ан-
тител к глиофибриллярному белку GFAP (1 : 500),
нейроны – с помощью моноклональных кроличьих
антител к белку NeuN (1 : 400), а лизосомный белок
LAMP2 – с помощью моноклональных мышиных
антител (1 : 150). Срезы нагревали 15 мин в паровар-
ке, помещая их в цитратный буфер pH = 6.0, для де-
маскировки антигена. Стекла с культурами не нагре-
вали, но выдерживали 1 ч в PBS, содержавшем 0.1%
Triton X-100 для пермеабилизации мембран, а затем
инкубировали с первичными антителами во влаж-
ной камере 12 ч при комнатной температуре, промы-
вали PBS. Далее для визуализации связывания срезы
инкубировали 2 ч с вторичными антителами. Ис-
пользовали соответствующие антитела (1 : 200) про-
тив иммуноглобулинов мыши или кролика, конъ-
югированные с флуорохромами CF555 или CF488
соответственно. Препараты заключали в cреду Fluo-
roshield, содержащую 0.0002% DAPI, и исследовали
под микроскопами Nikon Eclipse Ni-u (Nikon, Япо-
ния) и Nikon SMZ25 (Nikon, Япония).

Морфометрия и анализ данных. Полученные изоб-
ражения анализировали с помощью программы
Nikon NIS Elements (Nikon, Япония). GFAP-пози-
тивные астроциты в культуре подсчитывали вруч-
ную, на фотоизображениях, полученных при увели-
чении объектива 10×, изучали не менее 15 полей зре-
ния с одного стекла. Интенсивность окрашивания
оценивали на изображениях, полученных при одина-
ковых настройках микроскопа и камеры. Для выде-
ленной области определяли среднюю яркость в услов-
ных единицах для 8-битного изображения (256 града-
ций). Для оценки иммуномечения LAMP2 выделяли
профиль клетки (не менее 100 клеток) с помощью
графического планшета Wacom (Wacom, Япония).
Для оценки экспрессии GFAP при стереотаксиче-
ском введении выделяли область шириной 1 мм во-
круг трека иглы (не менее чем на 5 срезах стриатума
от одного животного). Статистическую обработку
данных проводили в программе GraphPad Prism
(GrafPad Soft, США). Полученные результаты от каж-
дого животного усредняли. Для сравнения групп ис-
пользовали дисперсионный анализ ANOVA, с апосте-
рироным тестом Тьюки.

Использованные реактивы: фосфатный солевой
буфер, минимальная среда Игла, глутамакс (Gibco,
США); фосфатный солевой буфер (MP Biomedicals,
США); раствор трипсина, буфер HEPES, глюкоза,
полиэтиленимин, хлоралгидрат, Triton X-100, цит-

ратный буфер, конъюгированные с CF488 антитела
козы против иммуноглобулинов кролика, конъюги-
рованные с CF555 антитела козы против иммуногло-
булинов мыши, среда для заключения Fluoroshield с
DAPI (Sigma, США); эмбриональная бычья сыво-
ротка (HyClone, США); KCl, HCl, NaOH, сахароза
(Химмед, Россия); L-аминоадипиновая кислота
(Acros Organics, Бельгия); формалин (Гистолайн,
Россия); атропин (ГНЦЛС, Украина); Zoletil-100
(Virbac, Франция); ксиланит (ОО НИТА-Фарм, Рос-
сия); O.C.T. compaund (Electron Microscopy Science,
США); кроличьи антитела к глиофибриллярному
белку GFAP (Abcam, ab7260, США); моноклональ-
ные антитела кролика к NeuN (Abcam, ab177487);
моноклональные мышиные антитела к LAMP2
(Thermo Fisher, PA1-655, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При внесении L-AA в культуру клеток коры мор-
фология GFAP-позитивных астроцитов резко изме-
нялась, что выражалось в пикнозе ядер и разнооб-
разных патологических изменениях формы клеток:
размеры тел клеток и количество их отростков
уменьшалось, а тела астроцитов деформировались
(рис. 1а–д).

Количество GFAP-позитивных астроцитов в
культуре клеток неокортекса статистически значимо
снижалось (ANOVA, F = 159, p < 0.01) при использо-
вании L-AA в концентрациях 0.7 и 1.4 мМ (рис. 1е).
При более высокой концентрации токсина морфо-
логические изменения были выражены сильнее
(рис. 1в–д).

В эксперименте, выполненном на первичной
культуре мозжечка, выявили сходные изменения.
Под действием L-AA значимо снижалось как коли-
чество астроцитов (ANOVA, F = 38.5, p < 0.01), так и
размеры (эквивалентный диаметр) их ядер (ANOVA,
F = 158, p < 0.01). Эффект зависел от концентрации
L-AA (табл. 1). Статистически значимое снижение
числа астроцитов по сравнению с контролем обна-
ружили при всех концентрациях L-AA, тогда как
средний эквивалентный диаметр их ядер при кон-
центрации 0.17 мМ не менялся относительно кон-
троля, а при концентрации 0.35 мМ – снижался
лишь на 14%, что указывает на малую долю пикноти-
ческих ядер, по сравнению с концентрацией L-AA
1.4 мМ.

Так как токсическое влияние L-АА на астроциты,
но не на нейроны, было ранее показано нами (Став-
ровская и др., 2019) и другими авторами (Huck et al.,
1984, Khurgel et al., 1996, Brown, Kretzschmar, 1998), в
настоящем исследовании мы не оценивали повре-
ждение нейронов. Морфологические изменения
астроглии мозжечка были сходны с изменениями
астроцитов в культуре неокортекса, кроме того, бы-
ли отмечены изменения в окрашивании на GFAP тел
астроцитов и их отростков: часто дистальные отделы
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отростков астроцитов окрашивались на GFAP сла-
бо, а структура сети промежуточных филаментов
была нарушена. Отмечали сморщивание клеток, из-

менения формы отростков астроцитов (рис. 2г–е), что
согласуется с данными других авторов (Huck et al.,
1984).

Рис. 1. Повреждение астроцитов в культуре неокортекса под действием L-AA. а, в – Контроль, б, г – 0.7 мМ L-AA, д – 1.4 мМ
L-AA. Масштабный отрезок – 50 мкм. а, б – Косое освещение (Nikon OCC contrast), в–д – выявление GFAP, ядра докрашены
DAPI, г – число GFAP-позитивных астроцитов (клеток в поле зрения при увеличении объектива 10×), результаты представ-
лены в виде среднее ± среднеквадратичное отклонение.
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Хотя ранее сообщалось (Brown, Kretzschmar,
1998), что L-AA повреждает преимущественно аст-
роциты 1-го типа в глиальных культурах коры, наши
наблюдения не подтвердили различий в действии L-AA
на астроциты разных типов, поскольку обнаружива-
ли гибель астроцитов, имеющих разную морфоло-
гию. Кроме того, выявленный в нашей работе эф-
фект L-AA был более выраженным при меньших
концентрациях L-AA, чем в указанной работе
(Brown, Kretzschmar, 1998).

По действием L-AA средняя интенсивность окра-
шивания на лизосомный белок LAMP2 в телах аст-
роцитов увеличивалась (ANOVA F = 27.63, p < 0.01),
что может указывать на повышение экспрессии
LAMP2. Усиление окрашивания в виде пунктата в
цитоплазме астроцитов обнаруживалось как у кле-
ток с пикнозом, так и в астроцитах с неизмененны-
ми ядрами, при концентрации L-AA 0.35 мМ
(табл. 1, рис. 2а–в).

Выявленное нами усиление иммуноокрашивания
с помощью антител к маркеру лизосом LAMP2 поз-
воляет предположить активацию лизосом. Это мо-
жет объясняться как участием сохранных активиро-
ванных астроцитов в фагоцитозе клеточного детрита
(Morales et al., 2017; Morizawa et al., 2017) при токси-
ческом действии L-AA, так и активацией аутофа-
гально-лизосомного пути, который может иметь как
протекторное значение, так и вносить вклад в повре-
ждение астроцитов. Активация аутофагии в астро-
цитах показана в экспериментах на моделях фокаль-
ной ишемии и болезни Александера (Tang et al.,
2008; Qin et al., 2010) и таких нейродегенеративных
заболеваний как болезнь Паркинсона и Альцгейме-
ра (Wang, Xu, 2020). Астроцитарный фагоцитоз в
свою очередь так же может иметь значение в патоге-
незе нейродегенеративных заболеваний, поскольку
устранение клеточного детрита может снижать во-
влечение микроглии и сопутствующие негативные
последствия (Iglesias et al., 2017).

В целом, наиболее выраженные эффекты воздей-
ствия L-AA на астроциты мозжечка обнаруживали
при концентрациях 0.35 и 1.4 мМ. При использова-
нии L-AA в концентрации 1.4 мМ число выявляемых
астроцитов в культуре неокортекса, по сравнению с
контролем, снижалось на 88%, а в культуре мозжеч-
ка – на 64%, и хотя эти результаты напрямую мало
сопоставимы, они позволяют предположить, что
астроциты коры более чувствительны к токсическо-
му действию L-AA. Следует подчеркнуть, что L-AA
повреждала астроциты неокортекса и мозжечка, не-
смотря на морфологические и нейрохимические
различия между ними (Buffo, Rossi, 2013), и токсиче-
ское действие L-AA на культивируемые астроциты
не зависело от наличия или отсутствия в клеточной
культуре нервных клеток.

Эксперимент с интрацеребральным введением
также подтвердил глиотоксическое действие L-AA
на астроциты головного мозга (рис. 3). Через 48 ч после
введения L-AA в стриатум наблюдали выраженное по-
вреждение астроглии и формирование GFAP-негатив-
ной зоны в области введения (рис. 3а, е). Таким обра-
зом, имеющиеся в литературе данные (Saffran, Crutch-
er, 1987) об отсутствии токсического действия L-AA
на астроциты стриатума при интрацеребральном
введении не находят подтверждения в нашей работе.
Важно отметить, что интрацеребральное введение
L-AA вызывает одновременно как гибель астроглии,
так и ее активацию по периферии пораженной зоны.

При однократном интрацеребральном введении
погибшие астроциты быстро замещались новыми
клетками, источником которых могло быть как де-
ление астроглии in situ, в периферической зоне пора-
жения, так и миграция астроцитарных предшествен-
ников из субвентрикулярной зоны (Buffo et al., 2008;
Faiz et al., 2015). Через 72 ч после интрацеребрально-
го введения область ослабленного окрашивания с
помощью антител к GFAP в стриатуме уменьшалась,
а через 12 сут она замещалась реактивными астроци-

Таблица 1. Изменения GFAP-позитивной астроглии в первичной культуре мозжечка под действием L-AA

Значения приведены в виде: среднее ± среднеквадратичное отклонение; а – достоверные отличия от контрольной группы (p < 0.05),
б – достоверные отличия от группы L-AA (0.17мМ) (p < 0.05), в – достоверные отличия от группы L-AA (0.35 мМ) (p < 0.05); ANOVA,
апостериорный тест Тьюки.

Экспериментальные 
группы

Эквивалентный диаметр 
ядер астроцитов, мкм

Число астроцитов
(клеток на 0.25 мм2)

Интенсивность окрашивания 
на LAMP2, усл. ед. яркости

Контроль 13.7 ± 1.9 35.0 ± 13.9 19.3 ± 4.3

L-AA (0.17 мМ) 13.2 ± 2.4 20.8 ± 7.2а 18.4 ± 3.8

L-AA (0.35мМ) 11.8 ± 2.6а, б 16.7 ± 7.5а 20.9 ± 4.9б

L-AA (1.4 мМ) 7.7 ± 1.7а, б, в 12.8 ± 7.2а, б 25.0 ± 6.7а, б, в
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тами, формирующими рубец вокруг трека иглы
(рис. 3а–в). Зона некротических изменений была
ограничена областью механического повреждения
ткани иглой. Окрашивание с помощью антител к
NeuN показало сохранность нейронов через 72 ч по-
сле введения токсина в непосредственной близости
от трека иглы (рис. 3д), тогда как зона повреждения
астроглии (рис. 3е) была существенно больше. Пло-
щадь, занимаемая GFAP-позитивной астроглией в об-
ласти стриатума, прилегающей к треку иглы статисти-
чески значимо уменьшалась (ANOVA, F = 32.47, p <
< 0.01) через 48 и 72 ч после введения L-AA, как по
сравнению с контрольной областью (введение PBS в
те же сроки), так и в сопоставлении с группой жи-
вотных через 12 сут после введения L-AA.

Сочетание повреждения астроцитов и их актива-
ции – это важные характеристики интрацеребраль-
ного введения L-AA в нервную ткань мозга живот-
ного, поскольку они отражают процессы, происхо-
дящие при нейродегенеративных заболеваниях
(Pekny, Pekna, 2016), и эти процессы не воспроизво-
дятся на генетических моделях, связанных с удале-
нием астроцитов (Jakel, Dimou, 2017; Liu et al., 2019).

Таким образом, астроциты новой коры, мозжеч-
ка и стриатума крыс чувствительны к токсическому
действию L-AA. Эксперименты на первичных куль-

турах клеток коры и мозжечка показали, что в диапа-
зоне концентраций 0.35–1.4 мМ L-AA снижает экс-
прессию GFAP, приводит к повреждению и гибели
астроцитов, вызывает пикноз и активацию лизосом.
Через 2 сут после однократного введения в стриатум
крыс 20 мкг L-AA на месте введения формируется
обширная, лишенная GFAP-позитивной астроглии,
область повреждения, которая к 12 сут после введе-
ния токсина замещается вновь образованными аст-
роцитами, формирующими глиальный рубец.

Хотя введение L-AA непосредственно не приво-
дило к гибели нейронов, что согласуется с данными
об избирательном захвате L-AA астроцитами (Pow,
2001), повреждение астроцитов и, как результат, ак-
тивация эксайтотоксических реакций и нарушение
энергетического обмена могут отсрочено влиять на
нейроны, что требует отдельного исследования. На-
блюдающаяся активация астроглии и формирова-
ние рубца на поздних сроках после введения L-AA
также приводят к перестройке глио-нейрональных
взаимодействий и могут провоцировать функцио-
нальные нарушения нейронов. Однако, реактивный
астроглиоз может оказывать как положительные,
так и отрицательные эффекты на нейроны, в зависи-
мости от условий (Sofroniew, 2009; Anderson et al.,
2016).

Рис. 2. Изменения астроцитов в культуре мозжечка под действием L-AA. а–в – Иммунофлуоресцентное выявление GFAP
(зеленый цвет) и LAMP2 (красный цвет). Ядра докрашены DAPI. г–е – изменения формы астроцитов и структуры промежу-
точных филаментов. а, г – Контроль, б – 0.35 мМ L-AA, в, д, е – 1.4 мМ L-AA. Ув. об. 100×. Масштабный отрезок 25 мкм.
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Рис. 3. Гибель и замещение астроцитов при введении L-AA в стриатум. а – 48 ч после введения, б – 72 ч после введения, в –
12 сут после введения. Иммунофлуоресцентное выявление GFAP. Ув. об. 4×. г – Площадь, занимаемая GFAP-позитивными
элементами, в процентах от поля зрения. Серые столбики – введение L-AA, белые столбики – контралатеральное полушарие,
введение PBS. Данные представлены в виде среднее ± среднеквадратичное отклонение. * – достоверные отличия от проти-
воположного полушария (p < 0.05), # – достоверные отличия от ипсилатерального полушария через 12 сут после введения L-
AA (p < 0.05). ANOVA, апостериорный тест Тьюки. д, е – Область введения токсина через 72 ч после начала эксперимента при
большем увеличении. Масштабный отрезок 100 мкм. Трек иглы отмечен звездочками. д – Иммунофлуоресцентное выявление
NeuN, е – иммунофлуоресцентное выявление GFAP.
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Проведенная работа показала, что L-амино-
адипиновая кислота может быть использована для
повреждения астроцитов в диссоциированной куль-
туре клеток мозжечка и неокортекса, и при интраце-
ребральном введении. Модель с введением L-ами-
ноадипиновой кислоты может применяться для ис-
следования повреждения астроцитов, их активации
и восстановления популяции в разных условиях, для
исследования роли астроцитарной дисфункции при
нейродегенеративных заболеваниях, а так же воз-
можностей регуляции провоспалительной реакции
астроглии.
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ВОРОНКОВ и др.

Features of Brain Astrocyte Damage under the Influence of L-aminoadipic Acid 
in vitro and in vivo

D. N. Voronkovа, A. A. Lyzhinа, Yu. V. Dikalovaа, *, A. V. Stavrovskayaа,
R. M. Khudoerkovа, and L. G. Khaspekovа

аResearch Center of Neurology, Moscow, 10506 Russia
*e-mail: dzettaly@gmail.com

L-aminoadipic acid (L-AA) is known to have toxic effects on astroglia. The aim of this work is to characterize the
morphological changes in astrocytes in vitro and in vivo under the action of L-AA. The effect of L-AA in the con-
centration range 0.17–1.4 mM on the astroglia of primary dissociated cultures of the rat cortex and cerebellum, as well as
upon stereotaxic administration (20 μg) into the striatum of rats, was evaluated. Concentrations of 0.35–1.4 mM L-AA
caused a decrease in GFAP expression, damage and death of astrocytes, pycnosis, cytoskeleton disturbances, and
activation of lysosomes (increased LAMP2 expression). When 20 μg L-AA was injected into the striatum of rats, on
the second day after administration, an extensive lesion area devoid of GFAP-positive astroglia was formed. This
work has shown the promise of using L-aminoadipic acid for modeling astrocytic damage accompanying neurode-
generative diseases.

Keywords: astrocytes, L-aminoadipic acid, primary culture of the cortex, primary culture of the cerebellum, intra-
cerebral administration, striatum



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


