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Теорія та експеримент

Важливу участь у форму-
ванні молекулярних і пато-
фізіологічних змін при ішеміч-
ному інсульті (ІшІ) відіграє сис-
тема оксиду азоту. Оксид азо-
ту безперервно продукується
в організмі людини та виконує
функції універсального регу-
лятора метаболізму, котрому
властива безліч функцій. Ок-
сид азоту утворюється шля-
хом п’ятиелектронного окис-
нення термінальної гуанідино-
вої групи L-аргініну за участі
ферменту NO-синтази (NOS).
Сімейство NOS належить до
класу гемвмісних ферментів і
включає три основні ізофор-
ми, які кодуються різними ге-
нами, — нейрональну (nNOS,
або NOS-I), індуцибельну
(iNOS, або NOS-II) й ендоте-
ліальну (eNOS, або NOS-III)
[1; 2].

У фізіологічних концентра-
ціях NO виконує регуляторні
функції — зумовлює розслаб-
лення судин, гальмування ак-
тивності тромбоцитів і макро-
фагів. Вазопротекторні функ-
ції NO полягають також у мо-
дуляції вивільнення вазоактив-
них медіаторів, пригніченні ад-
гезії лейкоцитів до судинної
стінки. У ЦНС NO є сигналь-
ною молекулою, значення якої
неоднозначне — бере участь
у процесах пам’яті та мислен-

ня і є нейропротектором. За-
хисна роль NO проявляється
у формуванні нітрозіуму іона
NO+, який пов’язує регулятор-
ний центр NMDA-рецептора,
зменшуючи тим самим його
збудливість і ексайтотоксичні
явища [3; 4].

При ІшІ в клітинах головно-
го мозку відзначається зрос-
тання активності iNOS і нагро-
мадження надлишкових кіль-
костей NO, що супроводжуєть-
ся загибеллю клітин. Знижен-
ня кровотоку при ІшІ супрово-
джується також формуванням
мітохондріальної дисфункції та
енергетичного дефіциту, роз-
витком глутамат-кальцієвого
каскаду та дестабілізацією
клітинних мембран. Особливе
значення серед механізмів вто-
ринного ушкодження тканини
мозку мають реакції локально-
го запалення навколо зони «яд-
ра» інфаркту, а саме різкий
підйом рівнів прозапальних
медіаторів — цитокінів, які
визначають ступінь вираже-
ності запальної реакції, умови
для негайної або відстроченої
загибелі клітин навколо пер-
винного некрозу та розміри ос-
таточного постішемічного де-
фекту мозку [5; 6].

До прозапальних цитокінів
належать інтерлейкіни (IL-1,
IL-6, IL-8) і фактор некрозу пух-

лин (ФНП-α). Першим із про-
запальних цитокінів у зоні
ішемії продукується IL-1, якому
також властиво стимулювати
синтез росткових факторів —
IL-2 і IL-4 [7]. IL-2 є важливим
учасником формування швид-
кої імунної відповіді організму
(індукує проліферацію В-лім-
фоцитів, активує цитотоксичні
Т-лімфоцити) та бере участь
у формуванні «цитокінової ме-
режі» — стимулює синтез та
секрецію інших цитокінів (IL-4,
IL-6), гамма-інтерферону, ко-
лонієстимулювальних факто-
рів і ФНП-α. У клінічній прак-
тиці ронколейкін застосову-
ють для корекції вторинного
імунного дефіциту при ліку-
ванні сепсису різної етіології,
тяжких гнійно-запальних за-
хворювань і онкологічних про-
цесів [8].

Враховуючи, що ступінь па-
тофізіологічних змін, тяжкість
клінічного перебігу ІшІ зале-
жать як від ефектів NO, так і
від формування «цитокінового
каскаду», метою цієї роботи є
вивчення впливу рекомбінант-
ного IL-2 (ронколейкіну) на ди-
наміку показників системи NO,
функціональної активності мі-
тохондрій, енергозабезпечен-
ня й апоптотичних змін у тка-
нинах головного мозку щурів з
експериментальним ІшІ.
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Матеріали та методи
дослідження

Дослідження проводили на
білих нелінійних щурах масою
180–200 г. Щури отримані з
розплідника ІФТ НАМН України.
Тварин утримували на стан-
дартному раціоні віварію при
природній зміні дня та ночі. Усі
процедури й оперативні втру-
чання здійснювали відповідно
до «Положення про викорис-
тання лабораторних тварин в
біомедичних дослідженнях».
Гостре порушення мозкового
кровообігу (ГПМК) спричиню-
вали необоротною двосторон-
ньою оклюзією загальних сон-
них артерій — під етамінал-
натрієвим наркозом (40 мг/кг)
за допомогою хірургічного до-
ступу виділяли загальні сонні
артерії, підводили під них
шовкові лігатури та перев’язу-
вали.

Тварини були розподілені
на 3 групи по 10 щурів. Перша
група — хибно оперовані тва-
рини (ХО), друга — тварини з
ГПМК (контрольна патологія
— група КП), третя — твари-
ни з патологією, яким уводили
ронколейкін (група Р) дозою
0,01 мг/кг внутрішньом’язово
відразу після виходу тварин із
наркозу та надалі 1 раз на до-
бу протягом 18 днів. Після за-
кінчення гострого періоду іше-
мії (4 дні) та фази відновлен-
ня (18 днів) тварин виводили
з експерименту під етамінал-
натрієвим наркозом шляхом
декапітації. Мозок швидко витя-
гували, відокремлювали скро-
неві частки, які гомогенізували
в рідкому азоті. У гомогенаті
для оцінки ефектів системи
NO визначали активність NO-
синтази (за швидкістю убуван-
ня кількості НАДФН+), вміст
нітритів (за реакцією Грисса)
та кількість L-аргініну. Оцінку
процесів енергетичного обміну
здійснювали шляхом визна-
чення в гомогенаті мозку рівнів
аденілових нуклеотидів (АТФ,
АДФ, АМФ) із розрахунком до-
даткових показників енергоза-
безпечення [9]:

— енергетичний заряд (ЕЗ)
за формулою:

       АТФ + 1/2 АДФ
ЕЗ = ————————— ;

      АТФ + АДФ + АМФ

 — енергетичний потенціал
(ЕП) за співвідношенням:

       АТФ
ЕП = ——— ;

                     АДФ

— індекс фосфорилування
(ІФ) за співвідношенням:

                    АТФ
ІФ = —————— ;

                  АДФ + АМФ
— термодинамічний конт-

роль дихання (ТКД) за форму-
лою:

        АДФ
ТКД = ——— .

                      АМФ
Також у гомогенаті мозку

визначали мембранний потен-
ціал заряду мітохондрій у при-
сутності сафроніну-О. Для ви-
явлення експресії c-Fos-пози-
тивних клітин у сенсомоторній
зоні кори щурів використову-
вали імуногістохімічні методи
непрямої імунофлуоресценції.
Отримані дані були проаналізо-
вані варіаційно-статистичним
методом із використанням кри-
терію Стьюдента (t). Вірогідни-
ми вважали відмінності з рів-
нем значення більше ніж 95 %
(р<0,05), які відзначали як рХО
(відносно групи хибно оперова-
них тварин) або рКП (відносно
групи контрольної патології).

Результати дослідження
та їх обговорення

Ефекти оксиду азоту зале-
жать від його концентрації, міс-
ця продукції, ступеня дифузії
через судинну стінку, рівня
інактивації [5]. Як надлишок,
так і нестача NO вкрай не-
сприятливі для організму. Гі-
поксія при нейродеструктив-
них процесах дуже впливає на
експресію генів NOS, індукую-
чи фактори транскрипції —
HIF-1, HIF-2 і NFkB. HIF-1 яв-
ляє собою гетеродимер, що
утворюється з α - і β-субоди-
ниць. HIF-1β експресується

конститутивно і, на відміну від
HIF-1α , не залежить від кон-
центрації О2. В експериментах
доведено, що після перших
10 хв помірної гіпоксії в клітину
починає надходити Ca2+ і від-
бувається активація eNOS.
Також відомо, що в умовах гі-
поксії рівень внутрішньоклітин-
ного Ca2+ за рахунок індукції
та стабілізації HIF-1α тісно ко-
релює з експресією iNOS і ви-
вільненням NO [10; 11].

Концентрація NO починає
збільшуватися з перших хви-
лин ішемії, досягаючи макси-
муму на 1-шу–3-тю добу. На
цьому етапі NO бере участь у
непрямих механізмах загибелі
нейрона — активації фосфолі-
паз, посиленні утворення гід-
роксил-радикала, модуляції ак-
тивності NMDA-рецепторів. У
відстроченому постішемічному
періоді (з 7–14-ї доби при гло-
бальній ішемії та з 1–3-ї доби
при фокальній ішемії) реєстру-
ється гіперпродукція NO з уча-
стю індуцибельної NOS-акти-
вованої глії, макрофагів і ней-
трофілів. Відстрочений харак-
тер експресії індуцибельної
NOS пов’язаний із більш пізні-
ми термінами появи активова-
ної астро- і макроглії та клітин
запалення (рис. 1).

Головний механізм токсич-
ної дії NO при ішемії — його
реакція з супероксидом з ут-
воренням у клітинах-мішенях
активних дериватів перокси-
нітриту (ONOO–), нітрозонію
(NO+), нітроксилу (NO–) та ді-
азоттриоксиду (N2O3), які є ос-
новними чинниками реалізації
нітрозуючого стресу. Внаслі-
док цього відбувається пряма
взаємодія NO з металами (ге-
мове залізо гемоглобіну, міо-
глобіну, залізовмісних ензимів,
а також негемового заліза за-
лізосіркових білків і ДНК, мідь-
і цинкактивних центрів фер-
ментів), а також непряма взає-
модія NO+ (S-, N-, O-нітрозу-
вання) з тіольними, фенольни-
ми, гідроксильними й аміногру-
пами білків і ДНК. Це призво-
дить до десенситації рецеп-
торів, пригнічення активності
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мітохондріальних ферментів і
фрагментації нуклеїнових кис-
лот [12].

У тварин групи КП у гомо-
генаті головного мозку на 4-ту
добу досліду відзначено знач-
не збільшення активності NO-
синтази та рівнів стабільних
метаболітів NO відповідно в
2 та 2,8 разу (рХО<0,001) на тлі
зниження на 90 % вмісту L-ар-
гініну (рХО<0,001). На 18-ту до-
бу в групі КП активність NO-
синтази та рівні стабільних
метаболітів NO залишилися
підвищеними відносно групи
ХО відповідно на 75 і 155 %
(рХО<0,001), вміст L-аргініну
при цьому практично не змі-
нився (рХО<0,001).

Введення тваринам із цереб-
ральною ішемією ронколейкіну
вже на 4-ту добу досліду призве-
ло до зниження в тканині голов-
ного мозку на 30 % відносно кон-
трольних тварин активності ін-
дуцибельної та мітохондріальної
NOS (рКП<0,05), яка в періоді
відновлення досягла рівня групи
ХО (рКП<0,01). Відповідно в пе-
ріоді відновлення відзначена
стабілізація вмісту NO (за рів-
нем нітритів) (рКП<0,01) і L-аргі-
ніну (рКП<0,001).

Відкриття пор відбувається
за рахунок окиснення або ніт-
розилування тіольних груп

цистеїн-залежної ділянки білка
внутрішньої мембрани міто-
хондрій (АТФ/АДФ-антипор-
тер), що перетворює його на
проникний неспецифічний ка-
нал-пору. Пригнічення міто-
хондріального дихання при-
зводить до падіння заряду мі-
тохондрій, що може ініціювати
ушкодження внутрішньої мем-
брани мітохондрій і відкриття
неселективної пори (permea-
bility transition pore — PTP) і в
подальшому загибель клітини.
Є дані про пряму активацію
відкриття гігантської пори ок-
сидом азоту, що приводить до
виходу цитохрому С, запуску
каспазного каскаду, експресії
та виходу в цитозоль проапо-
птичних білків [13].

У експерименті досліджу-
вали показник потенціалу, що
генерується на внутрішній
мітохондріальній мембрані, у
присутності сафроніну-О як
потенціал-залежного зонда.
Утворення неселективної по-
ри мітохондрій визначали за
зниженням мембранного по-
тенціалу заряду мітохондрій
(МПЗМ). Цей показник у групі
КП значно знизився — у гост-
рому постішемічному періоді
на 70 % (рХО<0,001) і на 18-ту
добу на 80 % (рХО<0,001).
Уведення тваринам із цереб-

ральною ішемією ронколейкі-
ну стабілізувало деполяриза-
цію внутрішньої мітохондрі-
альної мембрани та мембран-
ний потенціал заряду міто-
хондрій — уже на 4-ту добу
він досяг 60 % від рівня ХО
тварин (рКП<0,05), у віднов-
лювальному періоді — 66 %
(рКП<0,01) (рис. 2).

Дисфункція мітохондріаль-
ного апарату виражається в по-
слідовних фазних змінах ак-
тивності мітохондріальних фер-
ментних комплексів і призво-
дить до пригнічення аеробного
синтезу енергії, енергозалеж-
них функцій і метаболізму клі-
тин, тобто до розвитку біоенер-
гетичної гіпоксії.

При церебральній ішемії мі-
тохондріальна дисфункція роз-
вивається внаслідок ушко-
джуючої дії як самого NO, так
і його дериватів. Надлишок NO
нітрозилює і тим самим інгібує
білки-ферменти дихального
ланцюга мітохондрій і циклу
Кребса, що веде до зниження
синтезу АТФ. Ушкодження ДНК
активує ядерний фермент
полі(АДФ-рибозо)полімеразу
(PARP). Масивна активація
PARP призводить до АДФ-ри-
бозилування та виснаження
запасів НАД. У спробі ресин-
тезу НАД виснажується АТФ.

При ішемії пероксинітрит не-
оборотно пригнічує мітохонд-

ХО КП 4 Р 4 КП 18 Р 18

Рис. 1. Вміст показників системи оксиду азоту в мозку щурів із це-
ребральною ішемією. На рис. 1–5: ХО — група хибно оперованих тва-
рин; КП 4, КП 18 — група контрольної патології на 4-ту та 18-ту добу
досліду; Р 4, Р 18 — група тварин, які отримували ронколейкін, на 4-ту
та 18-ту добу досліду. Відхилення вірогідні (р≤0,05): * — відносно ХО;
** — відносно КП
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Рис. 2. Показник мембранного
потенціалу заряду мітохондрій
у мозку щурів із церебральною
ішемією
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ріальне дихання, безпосеред-
ньо взаємодіючи із залізом ак-
тивних центрів ключових ен-
зимів, а також нітрозуючи за
S-, N-, O-елементами тіольні,
фенольні, гідроксильні й аміно-
групи білкової частини цих ен-
зимів, при більш значному про-
яві нітрозуючого стресу окис-
нює їх необоротно [14].

В умовах порушення гене-
рації енергії в клітині, що спри-
чинене дисфункцією мітохонд-
рій, втрата НАД і АТФ призво-
дить до загибелі клітин шля-
хом некрозу або апоптозу.

Для поглибленого аналізу
стану енергозабезпечення
провели вивчення додатко-
вих параметрів енергообміну
(рис. 3). Показники енергетич-
ного заряду в групі КП на 4-ту
та 18-ту добу були знижені від-
носно групи ХО на 20–15 %
(рХО<0,05), що відображає
значне зниження ступеня за-
повнення системи АТФ-АДФ-
АМФ високоенергетичними
зв’язками. На тлі застосуван-
ня ронколейкіну відзначено
зростання показника ЕЗ до рів-
ня ХО (рКП<0,01).

У гострому та відновлюваль-
ному періодах церебральної
ішемії в групі КП був знижений
також показник енергетичного
потенціалу на 70 % (рХО<0,001),
що свідчить про різке знижен-
ня активності дихального лан-
цюга мітохондрій і корелює зі
змінами вмісту аденілових
нуклеотидів. Уведення твари-
нам із церебральною ішемією
ронколейкіну привело до ста-
білізації мітохондріальних по-
рушень і показника ЕЗ, особ-
ливо в періоді відновлення
(рКП<0,001).

Аналогічні зміни відзначено
стосовно показника ІФ (рис. 4).
У групі КП він був знижений у
різні терміни спостереження
на 75–60 % (рХО<0,001), що
відображає дисбаланс спів-
відношення між АТФ і пулом
АДФ-АМФ. У тварин із патоло-
гією, яким уводили ронколей-
кін, показник ІФ на 18-ту добу
досяг рівня ХО, що підтвер-
джує нормалізацію співвідно-

шення окремих макроергічних
фосфатів.

Також у групі КП був зниже-
ний показник ТКД майже вдвічі
протягом усього періоду до-
слідження (рХО<0,001), що
відображає залежність актив-
ності дихального ланцюга міто-
хондрій від інтенсивності фос-
форилування в цілому. При
введенні ронколейкіну показ-
ник ТКД збільшився на 18-ту
добу до 76 % відносно рівня
ХО (рКП<0,01).

Таким чином, на тлі застосу-
вання ронколейкіну стабілізува-
лися усі вивчені додаткові по-
казники енергозабезпечення.

Зміни в пулі макроергів пе-
редумовлюють зміни інших
функціонально-метаболічних
показників життєдіяльності
клітини. У період стадії енер-
гетичних порушень відбува-
ється збільшення проникності
мембран і активація вільнора-
дикальних процесів, у тому
числі посилення процесів пе-

рекисного окиснення ліпідів
(ПОЛ) та ОМБ, а також гіпер-
продукція оксиду азоту. Уш-
кодження надлишковими рів-
нями NO й активними радика-
лами кисню мембрани міто-
хондрій також посилює відкрит-
тя пор і вивільнення апопто-
генних білків із ушкоджених
мітохондрій. Проапоптичний
ефект оксиду азоту виражаєть-
ся також у індукованому ним
підвищенні експресії апопто-
генних білків Вах. В умовах
дефіциту кисню при ІшІ енер-
гетичний дефіцит і надлишок
NO активують термінові регу-
ляторні компенсаторні меха-
нізми, індукують експресію ге-
нів раннього реагування — пе-
реважно JunD і c-Fos [15].

В експерименті відзначено
зниження рівня білка c-Fos (c-
Fos-позитивних клітин) більше
ніж удвічі на 4-ту добу досліду,
що відображає перевагу нек-
ротичних процесів постішеміч-
ної загибелі клітин над проце-

ХО КП 4 Р 4 КП 18 Р 18

Рис. 3. Показники енергетичного заряду й енергетичного потенціалу
в мозку щурів із церебральною ішемією
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Рис. 4. Показники індексу фосфорилування та термодинамічного
контролю в мозку щурів із церебральною ішемією
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сами апоптозу в гострому пе-
ріоді (рис. 5). У подальшому
співвідношення загибелі клітин
шляхом некрозу й апоптозу
змінилося на користь програ-
мованої загибелі, більш вира-
жено у тварин з патологією, які
отримували ронколейкін, що
свідчить про оптимізацію у від-
новлювальному періоді репа-
ративних процесів і мініміза-
цію постінсультних наслідків.

Каскад молекулярних і біо-
хімічних патологічних змін при
гострій церебральній ішемії
формується у чіткій послідов-
ності та має певні часові межі.
Для ефективного лікування ІшІ
необхідно застосовувати ней-
ропротективні препарати, які
переривають ланцюг постіше-
мічного патогенезу на більш
ранніх етапах.

Отримані в проведеному до-
слідженні результати підтвер-
джують, що розвиток цереб-
ральної ішемії в експеримен-
тальних тварин супроводжу-
вався значною активізацією
системи оксиду азоту та її аг-
ресивним впливом на функ-
ціональний стан мітохондрій із
формуванням мітохондріаль-
ної дисфункції, дисбалансу по-
казників енергозабезпечення
та загибелі нейронів. Застосу-
вання ронколейкіну дозою
0,01 мг/кг вірогідно блокує про-
яви агресивного впливу нітро-
зуючого стресу при цереб-
ральній ішемії — знижує ак-

тивність NO-синтази та рівні
метаболітів NO на тлі корекції
рівнів L-аргініну, що приводить
до стабілізації функціонально-
го стану мембран мітохондрій,
нормалізації процесів енерго-
забезпечення клітин та опти-
мізації апоптотичних і репара-
тивних процесів. Отже, ронко-
лейкін має значний антиок-
сидантний та енергомобілі-
зуючий ефекти, що дозволяє
розглядати його як перспек-
тивний церебропротектор із
комплексною патогенетичною
дією.
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Рис. 5. Вміст c-Fos-позитивних
клітин в 1 мм2 у мозку щурів із це-
ребральною ішемією
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