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Моделирование нитрозативного стресса в суспензии нейронов коры головного мозга белых

крыс путем добавления динитрозольного комплекса железа (DNIC) в токсической концентрации
приводило к депривации глутатионового звена тиол-дисульфидной системы. Указанные наруше-
ния проявлялись в дефиците восстановленных и накоплении окисленных форм глутатиона, что
происходило на фоне торможения активности основных ферментов — глутатионредуктазы и
глутатионтрансферазы. Это, в свою очередь, вызвало неконтролируемую продукцию активных
форм кислорода и оксида азота, о чем свидетельствовало повышение ранних и поздних марке-
ров оксидативного и нитрозативного стресса. Вышеописанные патобиохимические изменения
вызвали усиление процессов клеточной гибели в суспензии нейронов, что проявлялось увели-
чением количества апоптически измененных нейронов.
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Introduction. An important component of the antioxidant defense system is glutathione, which

neutralizes lipid peroxides and maintains the reduced state of SH-group proteins, providing their func-
tional activity. Recent studies were connected with the role of glutathione in gene expression, intra-
cellular signaling, regulation of enzyme activity, apoptosis, and other processes.

Purpose. The aim of the study was to examine the performance of the glutathione system under
conditions of nitrosative stress and their effect on the mechanisms that trigger neuronal death.

Methods. For in vitro studies, neurons were isolated from the cerebral cortex of 4-week old albino
rats. For modeling nitrosative stress in the incubation medium with toxic concentration (250 mcM) it
was added dinitrozole iron complex (DNIC). In order to determine the type of neuronal cell death
using a morphological technique differential colouring of apoptotic cells with fluorescent dye — Hoechst
33342. Intensity of nitrosative stress in suspension was evaluated by neuronal accumulation of nitro-
tyrosine. Condition of glutathione level was assessed by its oxidized and reduced form, as well as the
activity of key enzymes of its metabolism — glutathione reductase and glutathione-S-transferase (G-
S-T).

Results. Introduction to the incubation medium resulted in an increase DNIC aldehyde phenylhy-
drasones 2.02 times, ketonphenylhydrasones 2.12 times and nitrotyrosine 3.06 times. Also, a shift of
thiol-disulfide ratio toward the oxidized thiols, as evidenced by the decrease in glutathione levels
restored to 80.5%, which took place against the background of an increase in its oxidized form
3.05 times.

Conclusions. 1. Adding DNIC neurons to the incubation medium resulted in deprivation of glu-
tathione thiol-disulfide-level system, expressed in short supply of reduced glutathione and inhibition
of enzyme activity of its metabolism.

2. Adding DNIC caused by the uncontrolled production of reactive oxygen and nitrogen oxide, the
development of oxidative and nitrosative stress.

3. The above described pathobiochemical changes caused increased cell death of neurons in the
suspension, as evidenced by a statistically significant increase in the number of apoptous-modified
neurons colored by Hoechst 33342.

Key words: glutathione, apoptosis, nitrosative stress, oxidative stress, suspension neurons.
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Вступ

Важливу роль у життєдіяль-
ності клітини відіграє контроль
метаболізму та процесів роз-
витку, що здійснюється знач-
ною мірою тіол-дисульфідною
системою. Базовим механіз-
мом тіол-опосередкованого
окисно-відновного (редокс) кон-
тролю клітинного метаболізму
є здатність тіолових груп обер-
нено змінювати свій редокс-
стан з подальшою зміною кон-
формаційних, каталітичних і
регуляторних функцій білка.
Основою клітинного окисно-
відновного гомеостазу, за до-
помогою якого може підтриму-
ватися редокс-стан тіольних
груп білків, є співвідношення
відновленої та окисненої форм
глутатіону. Глутатіон — одна з
основних внутрішньоклітинних
тіоловмісних сполук, яка син-
тезується майже в усіх кліти-
нах. Завдяки своїй будові та
значній внутрішньоклітинній
концентрації глутатіон виконує
антиоксидантні функції, бере
участь у підтримці клітинного
редокс-стану, роботі систем
детоксикації, синтезі ейкозаної-
дів, регуляції багатьох механіз-
мів клітинного сигналінгу, на-
самперед, у клітинного циклу,
експресії генів, апоптозу [1].

Важливе значення глутатіо-
ну у редокс-залежних проце-
сах визначається його участю
в регуляції активності транс-
крипційних факторів, а також
тим, що він є внутрішньоклі-
тинним антиоксидантом і ві-
діграє роль «пастки» для віль-
них радикалів, є косубстратом
у реакціях детоксикації перок-
сидів, які каталізуються глута-
тіонпероксидазою та глутатіон-
трансферазою. Збереження
оптимального для клітини спів-
відношення відновленого глу-
татіону (GSH) до окисненого є
важливою умовою для її життє-
здатності. Зниження рівня GSH
нижче за показники норми мо-
же бути індикатором порушен-
ня клітинного редокс-статусу
та зміни редокс-залежної регу-
ляції генів. Згідно з сучасними

уявленнями, зниження рівня
GSH призводить до появи сиг-
налу розвитку апоптозу. Нав-
паки, підвищення вмісту GSH
забезпечує клітинний захист від
Fas-індукованого апоптозу [2; 3].

Особлива увага приділяєть-
ся тіол-дисульфідній системі
(ТДС) щодо розширення уяв-
лень про механізми цитоток-
сичності оксиду азоту. Інтерме-
діати ТДС характеризуються
транспортними властивостями
щодо NO, підвищуючи його біо-
доступність. Крім того, більшість
тіолів (глутатіон, цистеїн, метіо-
нін) здатні значно обмежувати
цитотоксичність NO та його де-
риватів. Конкурентно зв’язую-
чись з NO, глутатіон утворює
комплекс у вигляді S-нітрозо-
глутатіону, який є депо ендо-
генного NO. Ця реакція запобі-
гає зв’язуванню молекули NO
з супероксидом і утворенню
пероксинітриту як найбільш то-
ксичної сполуки для клітини.
Установлено, що оксид азоту
та продукти його перетворен-
ня: пероксинітрит (ОNOO–), іон
нітрозонію (NO+), нітроксил
(NO–) та діазоттриоксид (N2O3)
є головними чинниками нітро-
зативного стресу. Надлишок
NO взаємодіє з гемовим залі-
зом і парними тіоловими гру-
пами з утворенням динітрозоль-
ного комплексу заліза (DNIC).
Відомо, що DNIC є більш силь-
ним нітрозуючим агентом, ніж
оксид азоту, та взаємодіє з тіо-
ловими групами білків, гістиди-
ном, аспартатом, глутаміном,
метіоніном, цистеїном, глутатіо-
ном. У результаті утворюють-
ся N- і S-нітрозотіоли [4; 5].

Усе вищесказане зумовлює
актуальність даного досліджен-
ня, мета якого — вивчення по-
казників системи глутатіону в
умовах нітрозативного стресу
та їх вплив на механізми, що
запускають загибель нейронів.

Матеріали та методи
дослідження

Для досліджень in vitro ней-
рони виділяли з кори голов-
ного мозку чотиритижневих бі-
лих щурів лінії Вістар. Виділен-

ня збагачених фракцій нейро-
нів і нейроглії проводилося у
два етапи. На першому етапі
мозкова тканина була дезінтег-
рована з метою отримання клі-
тинної суспензії, на другому —
здійснювалося диференційне
ультрацентрифугування в гра-
дієнті щільності сахарози і фі-
колу. Для отримання нейронів
і нейроглії щурів декапітували,
швидко вилучали мозок. Кору
головного мозку відокремлю-
вали від білої речовини, подріб-
нювали і переносили в розчин,
що містив 7,5 % полівінілпіро-
лідону, 1 % бичачий сироват-
ковий альбумін і 10 мМ СаСl2.
Одержану суспензію фільтру-
вали через три сита під незнач-
ним тиском для зменшення
втрат нейрональних клітин. Піс-
ля послідовного пропускання
через сита клітинну суспензію
нашаровували на градієнт, що
складався з 1 і 1,75 М сахаро-
зи. Центрифугування проводи-
ли при 60 000 g у рефрижера-
торній центрифузі VAC-25. У
результаті центрифугування
одержували два шари і щільний
осад. Верхній шар представле-
ний залишками мієлінових обо-
лонок, другий шар складався з
гліальних і нейрональних клі-
тин. Осад представлений ті-
лами нейронів зі ступенем чис-
тоти 90 %. У подальшому про-
водили додаткове очищення
другого шару шляхом другого
фільтрування й ультрацентри-
фугування. Виділені нейро-
нальні клітини відмивали від са-
харози й альбуміну охолодже-
ним фізіологічним розчином [6].

Для моделювання нітрозую-
чого стресу до інкубаційного
середовища в токсичній кон-
центрації (250 мкмоль) вноси-
ли DNIC [7]. Після внесення до
інкубаційного середовища іні-
ціюючого агента зразки інкубу-
вали протягом 15, 30 та 60 хв
при температурі 37 °C. З ме-
тою визначення типу морфо-
логічної загибелі нейронів ви-
користовували методику дифе-
ренційного забарвлення апо-
птозних клітин флуоресцент-
ним барвником Hoechst 33342.
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Для цього мазки послідовно
забарвлювали протягом 15 хв
Hoechst 33342 (50 мкг/мл). Піс-
ля барвника мазки промивали
фосфатним буфером з подаль-
шим фіксуванням у 5 % розчи-
ні формальдегіду (20 хв). Кіль-
кість апоптичних клітин підрахо-
вували за допомогою флуорес-
центного мікроскопа, апоптич-
ними вважали зелені клітини з
фрагментованими ядрами. Зо-
браження клітин одержували на
мікроскопі Axioskop (Zeiss, Німеч-
чина), за допомогою 8-бітної
CCD-камери COHU-4922 (COHU
Inc., США) вводили в комп’ю-
терну систему аналізу зобра-
жень VIDAS-386 (Kontron Elek-
tronik, Німеччина).

Вираженість нітрозативного
стресу в нейрональній суспен-
зії оцінювали за нагромаджен-
ням нітротирозину, який визна-
чали імуноферментним мето-
дом з використанням стан-
дартного тест-набору “Nitrotiro-
sine ELISA Kit” (“HyCult biotech-
nology”, Нідерланди) згідно з до-
даною до набору інструкцією.

Стан системи глутатіону оці-
нювали за вмістом його окис-
неної та відновленої форм, а
також за активністю ключових
ферментів його метаболізму —

глутатіонредуктази (ГР) та глу-
татіон-S-трансферази (Г-S-Т).
Вміст окисненого та відновле-
ного глутатіону виявляли флуо-
риметричним методом [8]. Ак-
тивність ГР і Г-S-Т оцінювали
спектрофотометрично [9]. Ви-
раженість оксидативного стре-
су визначали за нагромаджен-
ням альдегідних і кетонових
похідних білкових молекул у
реакції з динітрофенілгідрази-
ном [10].

Результати дослідження
оброблені з використанням
статистичного пакета ліцензій-
ної програми “STATISTICA®
for Windows 6.0” (StatSoftInc.,
№ AXXR712D833214FAN5), а
також “Microsoft Excel 2010”.
Статистичну обробку проводили
із застосуванням t-критерію
Стьюдента й U-критерію Манна
— Уїтні. Для всіх видів аналізу
статистично значущими вва-
жали відмінності з рівнем значу-
щості менше 0,05 (95 %) [11].

Результати дослідження
та їх обговорення

Введення в інкубаційне се-
редовище DNIC у концентрації
250 мкм призводило до під-
вищення маркерів окисного
ушкодження білків — альдегід-

фенілгідразонів (АФГ) і кетон-
фенілгідразонів (КФГ), а також
збільшення вмісту нітротиро-
зину. Детальний аналіз показ-
ників у динаміці показав, що
максимальне підвищення вміс-
ту АФГ як ранніх маркерів окис-
ного ушкодження молекул спо-
стерігалося на 30-й хвилині —
у 2,02 разу, а через 60 хв піс-
ля внесення DNIC їхня концен-
трація дещо знизилася та була
в 1,89 разу більшою щодо по-
казників інтактної суспензії за
вказаний часовий проміжок.
Паралельно з цим спостері-
галося зростання КФГ, що є
пізніми маркерами деструкції
білка. Вміст зазначеного мар-
кера зростав поступово — з
31,4 % на 15-й хвилині інкуба-
ції до збільшення у 2,4 разу на
60-й хвилині. Перераховані
зміни у суспензії нейронів свід-
чать про розгортання реакцій
оксидативного стресу, які від-
бувалися на фоні підвищення
маркера нітрозативного стресу
— нітротирозину. Концентра-
ція цього показника зростала,
починаючи з 15-ї хвилини, а
на 60-й хвилині становила
(37,16±4,99) нмоль/г білка, що
вище, ніж показники інтакту, у
3,06 разу (табл. 1).

Таблиця 1
Показники системи глутатіону, продукти окиснювальної модифікації білків,
нітротирозин у суспензії нейронів і кількість апоптично змінених клітин

при інкубуванні з DNIC

         
Показник

Інтакт
Суспензія нейронів

з додаванням DNIC 250 мкг/мл

15 хв 30 хв 60 хв 15 хв 30 хв 60 хв

АФГ, ум. од./г білка 4,73±0,64 5,73±0,88 6,59±2,09 6,71±1,21* 11,58±1,02* 12,51±1,31*

КФГ, ум. од./г білка 2,29±0,38 2,36±0,43 3,02±0,45 3,01±0,54* 5,01±0,89* 7,27±1,01*

Глутатіон відновле- 3,77±0,48 3,83±0,28 2,98±0,34 3,69±0,31 1,70±0,64* 0,58±0,20*
ний, ммоль/л

Глутатіон окиснений, 0,130±0,032 0,135±0,022 0,148±0,024 0,135±0,029 0,235±0,065* 0,452±0,096*
ммоль/л

Г-S-Т, 28,05±3,98 25,25±3,87 26,20±3,07 32,37±6,44 13,29±3,05* 6,73±1,48*
ммоль/(хв⋅г білка)

ГР, ммоль/(хв⋅г білка) 13,06±2,08 11,99±2,38 12,03±2,05 18,05±2,31* 7,31±1,61* 4,42±1,52*

Hoechst-позитивні 12,00±4,05 13,20±3,96 16,20±4,73 11,50±4,60 28,20±7,25* 74,7±13,4*
нейрони, клітин
у видимому полі

Нітротирозин, 9,65±2,01 10,69±2,23 12,15±2,18 11,08±1,74 28,73±4,47* 37,16±4,99*
нмоль/г білка

Примітка. * — p≤0,001 щодо інтактної суспензії.
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Крім того, інкубування ней-
ронів з DNIC призводило до
зміщення тіол-дисульфідної
рівноваги у бік окиснених тіо-
лів, про що свідчило знижен-
ня рівня глутатіону відновле-
ного на 55,6 та 80,5 % на 30-й
та 60-й хвилинах відповідно,
що відбувалося на фоні нагро-
мадження його окисненої фор-
ми (на 74,1 % та у 3,05 разу у
зазначені вище терміни). Ука-
зане порушення тіол-дисуль-
фідної рівноваги відбувалося
на тлі зниження активності
ключових ферментів системи
глутатіону — Г-S-Т і ГР щодо
інтактних проб (див. табл. 1).
Так, активність указаних фер-
ментів на 60-й хвилині інку-
бації була нижчою у 3,89 та
2,72 разу відповідно щодо ін-
тактної серії.

Реакції S-нітрозування/деніт-
розилювання протеїнів, які
протікають в умовах нітрозатив-
ного стресу, є одним з механі-
змів передачі внутрішньоклі-
тинних сигналів. Таким чином,
може регулюватися запуск кас-
каду серинових протеаз (кас-
паз), що беруть участь у запро-
грамованій клітинній смерті
(апоптозі). Одним з можливих
механізмів індукції загибелі клі-
тин є Fas-індукований апоптоз,
а ключовим ферментом, що
визначає початок протеолітич-
ного каскаду — каспаза-3. У
клітині каспаза-3 зазвичай зна-
ходиться в неактивному стані
(у вигляді прокаспази-3) і для
її активації необхідно відщеп-
лення каталітично активної
субодиниці. У деяких випадках
цього виявляється недостат-
ньо, оскільки цистеїн, розташо-
ваний в активному центрі кас-
пази-3, знаходиться в нітрози-
льованому стані та має низьку
ферментативну активність. Де-
нітрозилювання служить дру-
гою умовою активації. Обидва
процеси активації каспази-3
(частковий протеоліз і денітро-
зилювання) забезпечує білок
Fas [12].

Однак вторинне S-нітро-
зилювання інгібує каспазу-3,
зупиняє апоптоз і стимулює

некротичну смерть клітини.
Таким чином, ініціювання апо-
птотичного каскаду реакцій за-
лежить від рівня NO в клітині.
Проведені дослідження пока-
зали, що значне підвищення
токсичних дериватів NO шля-
хом введення в нейрональну
суспензію DNIC викликало
масову загибель клітин шля-
хом апоптозу. Про це свідчить
зростання кількості нейронів,
забарвлених Hoechst 33342.
Збільшення Hoechst-позитивних
клітин починалося з 30-ї хви-
лини (у 2,1 разу) та досягало
максимальних значень через
1 год інкубації (див. табл. 1),
після чого всі клітини гинули
шляхом некрозу. Одержані на-
ми результати не суперечать
даним інших дослідників, які
свідчать про беззаперечну роль
порушень оксидантного гомео-
стазу у процесі загибелі нейро-
нів [13]. Нами було встанов-
лено, що нітрозативний стрес
формує стійкий дефіцит віднов-
леного глутатіону, у результа-
ті чого відбувається підвищен-
ня цитотоксичності дериватів
NO і їх взаємодія з аліфатич-
ними й ароматичними амінами
з утворенням N-нітроамінів,
про що свідчить збільшення
рівня нітротирозину в суспен-
зії нейронів.

Висновки

1. Внесення в інкубаційне
середовище нейронів DNIC
призводило до депривації глу-
татіонової ланки тіол-дисуль-
фідної системи, що виража-
лося у дефіциті відновлених
форм глутатіону та гальмуван-
ні активності ферментів його
метаболізму.

2. Додавання DNIC викли-
кало неконтрольовану продук-
цію активних форм кисню й
оксиду азоту, розвиток окси-
дативного та нітрозативного
стресу.

3. Вищеописані патобіохіміч-
ні зміни викликали підсилення
процесів клітинної загибелі у
суспензії нейронів, про що свід-
чило статистично вірогідне під-
вищення кількості апоптично

змінених нейронів, забарвле-
них Hoechst 33342.

Перспективи подальших
досліджень полягають у де-
тальному вивченні порушень
тіол-дисульфідної системи на
різних моделях гіпоксичного
ураження нервової та інших
тканин організму з метою ви-
значення комплексу патобіохі-
мічних реакцій та їхньої регу-
ляції.
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ОПТИМИЗАЦИЯ МЕТОДИКИ ЭНУКЛЕАЦИИ ГЛАЗНОГО ЯБЛОКА ПУТЕМ ИСПОЛЬЗОВА-

НИЯ ВЫСОКОЧАСТОТНОЙ ЭЛЕКТРОСВАРКИ БИОЛОГИЧЕСКИХ ТКАНЕЙ (КЛИНИКО-ЭКСПЕ-
РИМЕНТАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ)

Государственное учреждение «Институт глазных болезней и тканевой терапии им. В. П. Фи-
латова НАМН Украины», Одесса, Украина

Экспериментальные исследования показали, что при использовании высокочастотной элек-
тросварки биологических тканей (ВЭСБТ) закрытие раневой поверхности происходит в резуль-
тате выпадения фибрина с последующей эпителизацией поверхности и фибротизацией суб-
эпителиальных тканей, что способствует более раннему наступлению репаративнных процес-
сов в тканях.

Во время операции с применением ВЭСБТ кровотечение после пересечения мышц и сосу-
дисто-нервного пучка отсутствовало, что позволило сократить время операции в среднем на
6,6 мин по сравнению с контрольной группой. При сопоставлении краев конъюнктивы отмеча-
лось их прочное соединение между собой.

Ключевые слова: энуклеация, высокочастотная электросварка биологических тканей.




