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Стимулювання структур центральної нервової 
системи (ЦНС) з використанням слабкого (до 

1 мА) постійного електричного струму, або мікро-
поляризація (МП), — це неінвазивний електроте-
рапевтичний метод, розроблений у 1970-х роках. 
МП широко використовують як допоміжний засіб 
для підвищення ефективності когнітивних функцій, 
зокрема пам’яті [7, 9, 13 — 15] та при таких патоло-
гіях, як інсульт, епілепсія, хвороба Альцгеймера та 
хвороба Паркінсона, нейрозапалення, перина-
тальна енцефалопатія тощо [3 — 6, 8, 14]. Показа-
но, що МП головного (транскраніальна) чи спинно-
го мозку (трансвертебральна) має високу клініко-
фізіологічну ефективність при використанні як у го-

стрий період уражень ЦНС, так і у разі віддалених 
наслідків при патологічних станах різного генезу 
[1, 4, 11, 12]. Протективний ефект МП визначаєть-
ся як спрямованим на зони ушкодження впливом 
постійного струму, так і загальною нормалізацією 
клітинного і тканинного гомеостазу. Відзначають 
особливості анодних та катодних ефектів МП [11]. 
Незважаючи на застосування МП у терапевтичній 
практиці, механізми дії, які лежать в основі пози-
тивних ефектів МП, маловідомі і потребують кра-
щого розуміння для оптимізації умов використання 
при патологіях ЦНС.

Для дослідження механізмів функціонування 
клітин мозку за нормальних умов, виявлення осо-
бливостей розвитку ушкодження нервових клітин 
та пошуку засобів нейропротекції широко викорис-
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товують експериментальні моделі in vitro на культу-
рах. Це дає змогу досліджувати морфофункціональ-
ні зміни на клітинному рівні при моделюванні пато-
логічних станів та виявляти ефекти нейропротек-
торних чинників, зокрема МП. Дія МП ґрунтується 
на зміні рівня поляризації клітинної мембрани під 
впливом постійного струму малої інтенсивності, що 
певною мірою стабілізує функціонування клітин та 
нейрональних мереж у міжелектродному просторі 
[12]. Багато питань щодо безпосереднього впливу 
МП на нервові клітини досі не з’ясовано. Для до-
сліджень ми використовували довгострокові куль-
тури дисоційованих нервових клітин, які відновлю-
ються та зберігають свої функції під час культиву-
вання. За таких експериментальних умов є можли-
вість підвести електродну техніку з постійним елек-
тричним струмом безпосередньо до шару нервових 
клітин та оцінити їх стан. Додавання у середовище 
з культивованими нервовими клітинами бактері-
ального ендотоксину ліпополісахариду (ЛПС) дає 
змогу змоделювати умови, подібні до тих, які вини-
кають при нейрозапальних процесах та лежать 
в основі патогенезу багатьох захворювань ЦНС.

Мета роботи — вивчити функціональні зміни 
в культурі дисоційованих клітин гіпокампа під впли-
вом мікрополяризації в умовах моделювання за-
пального процесу in vitro.

Матеріали і методи

Усі експерименти на тваринах виконано з до-
триманням міжнародних принципів Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, котрих ви-
користовують з експериментальною та іншою нау-
ковою метою (European convention, Strasburg, 

1986), статті 26 Закону України «Про захист тварин 
від жорстокого поводження», а також норм біоети-
ки та біологічної безпеки.

Дисоційовану культуру нейронів гіпокампа 
отримували від новонароджених щурів [10]. Ткани-
ну гіпокампа подрібнювали, трипсинізували (про-
тягом 10 хв), ресуспендували пастерівською піпет-
кою та відокремлювали від зруйнованих клітин за 
допомогою центрифугування (200 g) у розчині 
Кребса з 20 ммоль Hepes та 0,3 % BSA. Клітини на-
носили на оброблені полі-L-лізином скельця круг-
лої форми (15 000 клітин/см2) та культивували за 
температури 37 °C в атмосфері з 5 % CO2. Середо-
вище культивування містило: середовище Neuro-
basal A, 2 % B27, 0,4 % BSA, 15 ммоль/л HEPES, 
0,5 ммоль/л Glumax, 100/100 од. пеніцилін/стреп-
томіцин (усі складові виробництва Invitrogen, Sig-
ma, США). Середовище культивування змінювали 
на другий день інкубації, потім — двічі на тиждень. 
Протягом 12 днів нейрони в культурі стабілізували-
ся, досягали зрілого стану та утворювали нейро-
нальні мережі. Прижиттєвий візуальний контроль 
гіпокампальних культур проводили, використовую-
чи фазово-контрастний об’єктив та світлооптичний 
інвертований мікроскоп Zeiss (× 200) (рис. 1А).

Процес запалення моделювали шляхом додаван-
ня до культурального середовища основного чинни-
ка процесу запалення — ендотоксину ЛПС (L4130, 
Sigma-Aldrich, США) у трьох концентраціях (0,1, 1,0 та 
10,0 мкг/мл) для виявлення оптимальної дози-ефек-
ту для дисоційованих нейрональних культур.

Нами розроблено спеціальний пристрій для 
впливу МП на клітинні культури (рис. 1Б) з викорис-
танням сертифікованого приладу «Реамед-Поля-

Рис. 1. Фазово-контрастне зображення культур (× 200) (А) та фото пристрою для проведення мікрополяризації 
культивованих гіпокампальних клітин (Б)

БА
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рис» (Росія) для генерації слабкого постійного стру-
му [1]. Електроди занурювали у культуральне се-
редовище з протилежних боків скла, на якому були 
розташовані гіпокампальні клітини. Для виявлення 
оптимальних умов впливу слабкого постійного 
струму на культури використовували силу струму 
0,25 мА у таких варіантах: 3-разово протягом 30 хв 
з інтервалом 1 год (МП1), 6-разово протягом 40 хв 
з інтервалом 1 год (МП2) та безперервно протягом 
4 год (МП3). Вплив здійснювали за нормальних 
умов або за наявності ЛПС (10 мкг/мл).

Для оцінки життєздатності нервових клітин 
у культурі використовували лактатдегідрогеназний 
тест. Лактатдегідрогеназа (ЛДГ) — цитозольний 
фермент, який вивільняється у культуральне сере до-
вище при пошкодженні клітинної мембрани. Інтен-
сивність забарвлення позаклітинного середовища 
в результаті ЛДГ-тесту прямо пропорційна кількості 
ЛДГ та обернено пропорційна життєздатності клітин 
у культурі [2]. Визначення змін відносної кількості 
ЛДГ у культуральному середовищі проводили спек-
трофотометричним методом за допомогою тест-
системи CytoTox Non-Radioactive Cytotoxicity Assay 
(Promega, США). Після впливу різних концентрацій 
ЛПС відбирали 200 мкл культурального середовища 
в 24-лунковий планшет. У кожну лунку додавали 200 
мкл субстрату для визначення кількості ЛДГ. Проби 
інкубували за кімнатної температури в темряві про-
тягом 30 хв. Потім додавали 200 мкл 1 % розчину 
оцтової кислоти, котрий зупиняв реакцію. Оптичну 
щільність проб вимірювали за допомогою спектро-
фотометра uniSPEC 2 (LLG, Німеччина) у мікрокюве-
тах за довжини хвилі 492 нм. Зміни відносної кіль-
кості ЛДГ у культуральному середовищі виражали 
в умовних одиницях, які відповідали одиницям 
оптичної щільності розчину.

MTС/формазановий тест (Promega, Німеччина) 
виявляє метаболічно активні клітини, оскільки жов-
тий тетразолій MTС ([3-(4,5-диметилтіазол-2-іл)-5-
(3-карбоксиметоксифеніл)-2-(4-сульфофеніл)-2H-
тетразолій) відновлюється до пурпурного водороз-
чинного формазанового продукту за рахунок актив-
ності мітохондріальних ферментів. Для проведення 
MTС-тесту культури відмивали фізіологічним фос-
фатно-сольовим розчином (HBSS, Sigma), інкубува-
ли з MTС-реактивом (140 мкл/700 мкл) протягом 
60 хв за температури 37 °С та спектрофотометрич-
но визначали оптичну густину розчину за довжини 
хвилі 450 нм (спектрофотометр uniSREC 2, LLG, Ні-
меччина). Кількість формазанового продукту прямо 
пропорційна до кількості активних клітин. Результа-
ти виражали в умовних одиницях, котрі відповідали 
одиницям оптичної щільності розчину.

Проби для ЛДГ- та МТС-тестів відбирали через 
24 год після експериментальних впливів у дублях 
та визначали середнє значення для кожної лунки. 
Як контроль використовували: середовище культи-
вування з лунки, де не було культур (значення 
оптичної щільності якого віднімали від показників, 

отриманих з експериментальних лунок); середови-
ще культивування з лунки, де містилися культури 
без впливу ЛПС.

Статистичний аналіз проводили за допомогою 
програмного забезпечення GraphPad Prism 5.01 
(США). Вибірку результатів отримано з трьох екс-
периментів. Дані наведено у вигляді середнього 
арифметичного значення (n = 6) у кожній експери-
ментальній групі та стандартної похибки середньо-
го арифметичного значення (SEM). Отримані дані 
характеризувалися нормальним розподілом. Ста-
тистичну значущість різниці показників визначали 
з використанням Tukey-тесту (ANOVA). Відмінності 
вважали статистично значущими при р < 0,05.

Результати та обговорення

Об’єктом нашого дослідження була культура 
дисоційованих клітин гіпокампа, які на момент 
проведення експерименту (9 — 12-та доба) віднов-
лювали свій стан та формували нейрональні мере-
жі, зберігаючи традиційну структуру і життєздат-
ність. Перевагами дисоційованої культури нерво-
вих клітин є можливість спостереження за змінами 
морфологічних та функціональнихних характерис-
тик у нервових клітинах за безпосередньої дії МП. 
Такі властивості дисоційованої культури важливі 
для вивчення механізмів дії певних чинників та ви-
явлення їх нейропротекторного потенціалу. В екс-
периментах ми моделювали нейрозапальний про-
цес, використовуючи ендотоксин ЛПС.

За даними ЛДГ-тесту, який виявляє ступінь жит-
тєздатності культивованих клітин, установлено, що 
використані концентрації ЛПС чинили односпря-

* Статистично значуща (p < 0,05) різниця щодо контролю.
# Статистично значуща (p < 0,05) різниця щодо ліпополісахариду 
у концентрації 10 мкг/мл

Рис. 2. Відносна кількість лактатдегідрогенази 
у культуральному середовищі гіпокампальних культур 
через 24 год після проведення мікрополяризації
у трьох режимах, додавання ліпополісахариду
в різних дозах та спільної дії ліпополісахариду
і мікрополяризації, ум. од.
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мований дозозалежний негативний вплив на куль-
тивовані гіпокампальні клітини. Найбільш вираже-
ним та статистично значущим ЛПС-ефект був за 
концентрації 10 мкг/мл (рис. 2). Спектрофотоме-
тричний аналіз показав, що через 24 год після до-
давання ЛПС у такій концентрації у культуральне 
середовище відносна кількість ЛДГ збільшувалася 
і становила (0,153 ± 0,010) ум. од. порівняно із 
конт ролем ((0,105 ± 0,010) ум. од.), що свідчить про 
суттєве ушкодження гіпокампальних клітин. У кон-
центраціях 0,1 і 1,0 мкг/мл ушкодження клітин ви-
являлося меншою мірою.

Мікрополяризація за нормальних умов не впли-
вала на життєздатність культур у всіх варіантах 
впливу, але за наявності ЛПС (10 мкг/мл) спостері-
гали статистично значуще зменшення кількості 
ЛДГ у культуральному середовищі в середньому на 

31 % щодо ЛПС (див. рис. 2), що свідчить про ней-
ропротекторний ефект МП.

Також досліджено мітохондріальну активність 
гіпокампальних клітин в умовах найбільш вираже-
них ефектів за зміною життєздатності (ЛДГ-тест), 
а саме при застосуванні МП3 та ЛПС у концентра-
ції 10 мкг/мл. За допомогою МТС-тесту показано, 
що МП призводить до підвищення мітохондріаль-
ної активності культивованих нервових клітин як 
у нормі, так і за наявності ЛПС (рис. 3). Ці дані 
свідчать про активувальні та нейропротекторні 
властивості МП.

Таким чином, виявлено, що МП здатна безпо-
середньо модулювати функціональний стан нерво-
вих клітин, зокрема активувати їх метаболізм за 
нормальних умов та підвищувати їх резистентність 
за наявності ЛПС.

Висновки

Використана експериментальна модель імітує 
події, які відбуваються в умовах запалення нерво-
вої тканини. Ліпополісахарид у концентрації 
10 мкг/мл призводить до пошкодження культиво-
ваних гіпокампальних клітин. Мікрополяризація 
підвищує метаболічну активність нервових клітин 
у нормі та певною мірою запобігає їх ушкодженню 
при моделюванні процесу запалення.

Розширено уявлення про нейропротекторні ме-
ханізми, задіяні при використанні мікрополяриза-
ції. Активація клітинного метаболізму підвищує 
здатність нервових клітин протидіяти впливу нега-
тивних чинників запалення.

Отримані дані вказують на широкі перспективи 
застосування мікрополяризації у медичній практи-
ці при порушеннях ЦНС.

Конфлікту інтересів немає.

Участь авторів: концепція і дизайн дослідження — К. Я., Г. С.; 
збір та опрацювання матеріалу, написання тексту — І. Л.; редагування — Г. С.

* Статистично значуща (p < 0,05) різниця щодо контролю.
# Статистично значуща (p < 0,05) різниця щодо ліпополісахариду 
у концентрації 10 мкг/мл

Рис. 3. Мітохондріальна активність культивованих 
гіпокампальних клітин (за МТС-тестом), ум. од.
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Исследование влияния микрополяризации на нервные клетки 
при моделировании воспалительного процесса in vitro

Цель — изучить функциональные изменения в культуре диссоциированных клеток гиппокампа под воздей-
ствием микрополяризации (МП) в условиях моделирования воспалительного процесса in vitro.

Материалы и методы. Эксперименты проведены на диссоциированной культуре гиппокампа. 
Разработано специальное устройство для воздействия МП на клеточные культуры. Для моделирования воспа-
лительного процесса использовали липополисахарид (ЛПС). Оценивали жизнеспособность и митохондриаль-
ную активность культивируемых клеток с помощью лактатдегидрогеназного и МТС-тестов соответственно.

Результаты. Выявлена наиболее эффективная концентрация ЛПС для моделирования воспалительного 
процесса на культуре диссоциированных клеток гиппокампа. Оптимизирован режим продолжительности МП, 
пригодный для исследования эффектов МП в экспериментах in vitro при моделировании процесса нейровоспа-
ления. С помощью лактатдегидрогеназного теста установлено, что при добавлении в культуральную среду ЛПС 
в концентрации 10 мкг/мл жизнеспособность гиппокампальных клеток статистически значимо снижается. При 
воздействии МП (0,25 мкВ в течение 4 ч) при наличии ЛПС показатели жизнеспособности культивируемых клеток 
оставались высокими. МТС-тест показал, что МП существенно повышает митохондриальную активность при 
нормальных условиях и предотвращает ее снижение при наличии ЛПС.

Выводы. Оптимизированы условия для исследования МП в экспериментах in vitro при моделировании 
воспалительного процесса нервной ткани. Установлено, что МП активизирует гиппокампальные клетки в нор-
мальных при наличии ЛПС.

Ключевые слова: микрополяризация (стимуляция слабым постоянным током), культура гиппокампальных 
клеток, нейровоспаление, липополисахарид.
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Investigation of the micropolarization on neuronal cells 
in the modeling of the inflammatory process in vitro

Objective — to study the functional changes of cultivate hippocampal dissociated cells under the 
micropolarization (MP) of in vitro inflammatory process modeling.

Methods and subjects. The experiments were carried out with hippocampal cell cultures. A special MP device 
for cellular cultures has been developed. Lipopolysaccharide (LPS) was used for modeling of the inflammatory 
process. The viability and mitochondrial activity of cultured cells were evaluated using LDH- and MTS-tests, respectively.

Results. The most effective concentration of LPS was found while the modeling the inflammatory process on 
hippocampal cell culture. The micropolarization mode was optimized for studying of MP effects in vitro under 
conditions of neuroinflammation modeling. Using LDH-test, it was found that the viability of the hippocampal cells was 
significantly lowered at LPS 10 µg/ml. MP (0.25 µV during 4 h) increased the resistance of cultured cells to LPS. It has 
been shown that MP significantly enhances mitochondrial activity under normal conditions, and also normalizes 
cellular metabolism at LPS (MTT-test).

Conclusions. The conditions for experimental MP study in vitro in the modeling of the inflammatory process of 
the neuronal tissue have been optimized. It was found that MP activates the hippocampal cells under normal 
conditions and improves their viability and functional activity at LPS.

Key words: micropolarization (direct current stimulation), hippocampal cell culture, inflammation, 
lipopolysaccharide.




