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Теорія та експеримент

Вступ

Розлади мозкового крово-
обігу — одна з основних при-
чин летальності та стійкої
втрати працездатності — є важ-
ливою медико-соціальною

проблемою. Як відзначають
експерти Всесвітньої організа-
ції охорони здоров’я, цереб-
ральні ішемії за поширеністю
посідають третє місце серед
причин смертності у країнах
СНД, поступаючись лише за-

хворюванням серцево-судиної
системи та злоякісним ново-
утворенням [1]. Деструктивні
та дегенеративні захворюван-
ня головного мозку призводять
не тільки до зменшення трива-
лості життя, але й обмежують
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Рассмотрена динамика изменений в тканях головного мозга маркеров окислительного по-

вреждения белков — нитротирозина (НТЗ); нуклеиновых кислот — оксигидроксигуанина (OHG),
а также цитопротекторного стресс-белка HSP70. Экспериментальными исследованиями уста-
новлено, что моделирование церебральной ишемии приводит к активации свободнорадикаль-
ного окисления с последующим накоплением цито- и геномотоксичных маркеров окислитель-
ной деструкции молекул — НТЗ и OHG. Установленные нами изменения концентрации HSP70
белков в головном мозге обусловливают перспективность и актуальность поиска новых высоко-
эффективных средств нейропротекции среди лекарственных препаратов, способных влиять на
синтез и экспрессию HSP70.
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Brain destructive and degenerative disorders lead not only to the life long decrease, but limit so-

cial activity due to the occurrence of the cognitive deficiency.
Experimental and clinical studies showed that brain ischemia follows by occurrence of the active

oxygen forms and decrease of the energetic sources. There is a wide spread theory about protective
role of the HSP70 in the ischemic damage of the central nervous system due to the activation of the
free radicals.

Aim of our work was to study dynamic changes of the oxidative damage markers (nitrotyrosine,
oxyhydroxyguanin) in the brain tissue with the parallel study of the HSP70 level.

Materials and methods. Concentration of the HSP70 in the hyppocampus was detected by West-
ern-blot analysis, nitrotyrosine — by immunoassay test, oxyhydroxyguanin — by specrofotometry.

Results. Experimental tests showed that modeling of the brain ischemia leads to the start of the
biochemical reactions cascade in the brain tissue with gradual increase of the cell oxidative damage
markers — nitrotyrosine, oxyhydroxyguanin. On the other hand, as the answer to the oxidative stress,
compensative increase of the citoprotective protein HSP70 was detected. But later HSP70 level much
decreases. We suggest that this paradox has connection with weakness of the compensative abilities
of the organism. Described changes in the HSP70 protein level in the brain detect perspectiveness
and actuality of the new high effective methods of the neuroprotection search between medical drugs
that are able to change synthesis and expression of HSP70.
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соціальну активність людини
внаслідок розвитку когнітивно-
го дефіциту [1; 2]. Багатьма
експериментальними та клініч-
ними дослідженнями встанов-
лено, що ішемія головного моз-
ку супроводжується виснажен-
ням енергетичних ресурсів;
ексайтотоксичністю й утво-
ренням активних форм кисню
(АФК), що пов’язано із втратою
електронів, нагромаджених у
проміжних ділянках дихально-
го ланцюга. Одночасно розви-
вається інтенсифікація проце-
сів вільнорадикального окис-
нення (ВРО) й ушкодження
АФК білків, нуклеїнових кис-
лот, ліпідів. Некерована та не-
компенсована активація про-
цесів ВРО, виснаження ендо-
генних антиоксидантів і пору-
шення регуляторних механіз-
мів антиоксидантного захисту
розглядаються як ключові лан-
ки ушкодження нейрональних
клітин в умовах ішемії [3–5].

Крім того, у сучасній літера-
турі широко обговорюється за-
хисна дія стрес-білка HSP70
при ішемічних ушкодженнях го-
ловного мозку на тлі активації
процесів ВРО. Білки HSP (heat
shock proteins) вперше були
виявлені у клітинах в умовах
термічного стресу. У подальшо-
му було встановлено, що при
різних видах стресу різко під-
вищується синтез HSP, які в
умовах норми практично не
виявляються [6–7]. Підвищен-
ня експресії та нейропротектор-
на дія HSP70 виявлені в умо-
вах глутаматної нейротоксич-
ності, при депривації кисню,
глюкози. Експериментальними
дослідженнями була встанов-
лена здатність HSP70 взаємо-
діяти з лігандною частиною
мембрани й ініціювати фол-
динг окисно-модифікованих
функціонально активних мак-
ромолекул [8; 9]. Однак сього-
дні ці дані не систематизовані,
експериментальні досліджен-
ня проводилися переважно на
моделях in vitro.

Метою нашого досліджен-
ня було вивчення динамічних
змін вмісту маркерних продук-

тів окисного ушкодження мо-
лекул у тканинах головного моз-
ку з паралельним досліджен-
ням концентрації HSP70-білків.

Матеріали та методи
дослідження

Порушення мозкового кро-
вообігу моделювали шляхом
двобічного перев’язування сон-
ної артерії у лабораторних щу-
рів масою 200–250 г [10]. Тва-
рин утримували на стандарт-
ному раціоні харчування віва-
рію при природній зміні дня
та ночі. Усі експериментальні
процедури здійснювали відпо-
відно до «Положення про ви-
користання тварин у біомедич-
них дослідженнях» [11]. Вміст
у гіпокампі HSP70 визначали
за допомогою Вестерн-блот
аналізу в такі терміни ішемії:
7 год, 1 доба, 4 доби, 7 діб.
Тканину гомогенізували у бу-
фері (50 мM Tris-HCl, 5 мM
EDTA, 1 мM DTT, 1 % розчин Tri-
ton X-100), pH 7,5 при темпера-
турі 4 °C у співвідношенні 1 : 6
тканина/буфер. Після центри-
фугування при 13 000 об/хв
і 4 °C з пробірки вилучали су-
пернатант з білками цитозолю
й аналізували з використан-
ням електрофорезу та блотин-
гу. Білки розділяли у 10 % по-
ліакриламідному гелі (ПААГ).
Перенесення білків з ПААГ
до мембрани PVDF здійснюва-
ли електроелюцією протягом
45 хв. Преінкубацію Вестерн-
блотів проводили у розчині
TBST (з додаванням 1 % роз-
чин Tween-200) протягом 1 год.
Після цього блоти інкубували
з первинними моноклональни-
ми антитілами (Santa Cruz Bio-
technology) проти HSP70 у роз-
веденні 1 : 1000 протягом 1 год.
Після промивання блоти інку-
бували із вторинними анти-
тілами (Santa Cruz Biotechnolo-
gy), кон’югованими з перокси-
дазою хрону (1 : 2000) протя-
гом 1 год. Детекцію HSP70-біл-
ків здійснювали за допомогою
сенситометричного аналізу у
програмі Adobe Photoshop [10].
Інтенсивність і напруженість
процесів ВРО визначали за

концентрацією маркера окис-
ного ушкодження білків — ніт-
ротирозину (НТЗ), який дослі-
джували імуноферментним
методом [10], і маркера ушко-
дження нуклеїнових кислот —
оксигідроксигуаніну (OHG),
визначеного шляхом спектро-
фотометрії [10].

Статистичну обробку резуль-
татів проводили з використан-
ням програми “STATISTICA®

for Windows 6.0” (StatSoft Inc.,
N AXXR712D833214FAN5). Ві-
рогідність відмінностей визна-
чали з допомогою t-критерію
Стьюдента [12].

Результати дослідження
та їх обговорення

Проведеними біохімічними
дослідженнями вмісту маркер-
них продуктів оксидативного
стресу (НТЗ та OHG) у ткани-
нах головного мозку встанов-
лено, що, починаючи вже з 7-ї
години церебральної ішемії,
відбувалося нагромадження
НТЗ та OHG, максимум якого
було зареєстровано на 7-му до-
бу експериментальних дослі-
джень (підвищення НТЗ більше
ніж на 87 %, OHG — на 80 %
відносно інтактної групи тва-
рин) (рис. 1). На думку бага-
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Рис. 1. Динаміка вмісту нітро-
тирозину й оксигідроксигуаніну в
тканинах головного мозку щурів
на різних термінах церебральної
ішемії: 1 — інтактні тварини; 2 —
ішемія, 7-ма година; 3 — ішемія,
1-ша доба; 4 — ішемія, 4-та доба;
5 — ішемія, 7-ма доба
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тьох дослідників, НТЗ є специ-
фічним маркером окисного
стресу головного мозку. Окис-
на модифікація функціонально
активних білкових молекул
призводить до порушення здат-
ності мембран генерувати,
проводити й утворювати нер-
вовий імпульс [2; 4; 5]. Важли-
во відмітити, що головний мо-
зок найбільш чутливий до окис-
ного стресу. В умовах ішеміч-
ного ушкодження тканин голов-
ного мозку антиоксидантна рів-
новага зміщується у бік проок-
сидантної. Виникає нагрома-
дження маркерних продуктів
окисної деградації білків, а са-
ме: НТЗ, гідропероксидів жир-
них кислот, малонового діаль-
дегіду, що призводить до заги-
белі нейрональної клітини. Па-
ралельно з цим окисне ушко-
дження нуклеїнових кислот
спричинює порушення відповіді
геному на ішемію, а саме при-
гнічення експресії генів, відпові-
дальних за синтез ключових ен-
зимів антиоксидантного захисту
— каталази, супероксиддисму-
тази [1–3]. Крім того, змінюєть-
ся характер експресії так званих
генів раннього реагування —
c-fos, внаслідок чого запуска-
ються процеси клітинної загибе-
лі, що було більш детально по-
казано нашими попередніми до-
слідженнями [3; 13].

Одночасно з цим змінював-
ся характер експресії HSP70,
що відбивалося різноспрямо-
ваною динамікою концентрації
HSP70-білка у різні терміни
ішемії. Так, на 7-му годину іше-
мії спостерігалося статистично
вірогідне підвищення концент-
рації досліджуваного білка
більше ніж на 28 % стосовно ін-
тактної групи тварин (табл. 1).
У подальшому, починаючи з 1-ї
доби ішемії, паралельно з на-
громадженням НТЗ та OHG
відбувалося суттєве зниження
концентрації HSP70: на 1-шу
добу — на 40 % відносно ін-
тактної групи тварин, а на 7-му
добу досліджень вміст HSP70
був нижчим, ніж у інтактній
групі, більш як на 90 % (див.
табл. 1).

Підвищення концентрації
HSP70-білків на 7-му годину
ішемії пов’язане, на нашу дум-
ку, з розвитком компенсатор-
ної реакції організму у відпо-
відь на ішемію і, як наслідок,
підвищення синтезу цитопро-
текторних HSP-білків. Відомо,
що більшість захисних функцій
HSP пов’язана з їх шаперонною
активністю, тобто зі здатністю
впізнавати ушкоджені полі-
пептиди та «виправляти» їхню
структуру АТФ-опосередкова-
ним способом або видаляти
білки, які не підлягають «ви-
правленню» через протеосом-
ний апарат клітини [14]. У по-
дальшому суттєве падіння кон-
центрації HSP70 відбувається
за рахунок розвитку оксидатив-
ного та нітрозуючого стресів,
зриву компенсаторних можли-
востей організму. Крім того, під
дією АФК окисній модифікації
піддаються й самі HSP70-біл-
ки, що порушує їх функціональ-
ну активність і обмежує про-
текторні властивості в умовах
ішемії. Важливо відмітити, що
за рахунок окисної модифіка-
ції нуклеїнових кислот, про що
свідчить суттєве нагромаджен-
ня OHG, відбувається пору-
шення факторів, які відповіда-
ють за експресію та синтез біл-
ків HSP70 [7; 9; 14].

Таким чином, за результа-
тами проведених експеримен-
тальних досліджень встанов-
лено, що моделювання цереб-
ральної ішемії призводить до
запуску каскаду патобіохіміч-

них реакцій у тканинах голов-
ного мозку, спрямованих на
активацію ВРО з поступовим
нагромадженням цито- та ге-
номотоксичних маркерів окис-
ного ушкодження молекул —
НТЗ та OHG. Паралельно з
цим, у відповідь на ішемію та
розвиток окисного стресу, спо-
стерігається компенсаторне
підвищення цитопротекторно-
го білка HSP70 з подальшим
зниженням його вмісту в тка-
нинах головного мозку, викли-
каним зривом резервно-адап-
таційних властивостей орга-
нізму.

Встановлені нами зміни вміс-
ту HSP70-білків у головному
мозку зумовлюють перспектив-
ність й актуальність пошуку но-
вих високоефективних засобів
нейропротекції серед лікарських
засобів, здатних впливати на
синтез та експресію HSP70 або
підвищувати стійкість HSP70-
білків до окисного стресу в умо-
вах церебральної ішемії.
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Приводятся данные экспериментальных исследований, посвященных изучению особеннос-

тей формирования двигательных программ хвостатыми ядрами крыс в условиях долговременного
пентиленететразолового (ПТЗ) киндлинга. Автор изучала плавательное поведение (ПП) крыс,
детерминируемое хвостатыми ядрами, а также способность животных к переключению на




