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ВЛИЯНИЕ АНТИОКСИДАНТОВ НА СИСТЕМУ ОКСИДА АЗОТА В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ КРЫС
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Запорожский государственный медицинский университет, Запорожье, Украина
Исследовано состояние системы оксида азота и NO-опосредованных звеньев патогенеза це-

ребральной ишемии на фоне ее коррекции антиоксидантными препаратами (Тиотриазолин, Мек-
сидол). Проведенными экспериментальными исследованиями установлено, что двухсторонняя
перевязка сонной артерии у крыс приводила к существенным изменениям системы оксида азо-
та, начиная с первых суток ишемии. Регистрировалось достоверное увеличение общей актив-
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Вступ

Відомо, що нейродеструкція
ішемічного генезу супроводжу-
ється порушенням експресії
всіх ізоформ NO-синтаз, гіпер-
продукцією NO та токсичним
ефектом його надлишку [1].
Головний механізм токсичної
дії NO при ішемії — його реак-
ція з супероксидом та утворен-
ня у клітинах-мішенях актив-
них дериватів пероксинітриту,
нітрозонію, нітроксиду, які є ос-
новними чинниками реалізації
нітрозуючого стресу [1; 2]. При
ішемії продукти нітрозуючого
стресу пригнічують мітохондрі-
альне дихання, безпосеред-
ньо взаємодіють із залізом ак-
тивних центрів ключових ензи-
мів. Пригнічення мітохондрі-
ального дихання призводить
до падіння заряду мітохондрій,
що, у свою чергу, ініціює про-

цеси загибелі клітин [3]. Таким
чином, NO в надлишкових кон-
центраціях відіграє важливу
роль при нейродеструктивних
захворюваннях під час форму-
вання каскаду патогенетичних
змін, при ранніх і пізніх нейро-
нальних втратах.

Вищенаведене зумовлює
актуальність більш детально-
го дослідження постішемічних
ефектів оксиду азоту, а також
дозволяє розглядати їх як пер-
спективну мішень фармако-
корекції церебральної ішемії.

Нині особливі надії покла-
дають на антиоксидантні пре-
парати — перспективні лікар-
ські засоби вторинної нейро-
протекції. Серед антиоксидан-
тів останнім часом особливу
увагу приділяють Тіотриазолі-
ну та Мексидолу, які виявляють
протективну активність при різ-
них патологічних станах, що су-

проводжуються гіперпродук-
цією активних форм кисню
(АФК) і порушенням системи
оксиду азоту [3; 4]. Однак сьо-
годні комплексного досліджен-
ня впливу антиоксидантів на
систему оксиду азоту при це-
ребральній ішемії не прово-
дилося, що й зумовлює акту-
альність і необхідність дослі-
джень у цьому напрямку.

Метою дослідження було
вивчення стану системи ок-
сиду азоту та NO-зумовлених
ланцюгів патогенезу цереб-
ральної ішемії на тлі корекції
антиоксидантними препарата-
ми (Тіотриазолін, Мексидол).

Матеріали та методи
дослідження

Порушення мозкового кро-
вообігу було викликане шля-
хом двобічного перев’язування
сонної артерії у лабораторних

ности NOS за счет ее нейрональной и индуцибельной изоформ. Параллельно наблюдалось раз-
витие нитрозирующего стресса и развитие митохондриальной дисфункции. Назначение экспе-
риментальным животным Тиотриазолина (50 мг/кг) и Мексидола (50 мг/кг) приводило к норма-
лизации показателей системы оксида азота и ограничивало развитие нитрозирующего стресса.
Нейропротективное действие исследуемых препаратов проявлялось в восстановлении функ-
циональной активности митохондрий. По своему влиянию на исследуемые показатели Тиотриа-
золин статистически достоверно превышал Мексидол.

Ключевые слова: церебральная ишемия, Тиотриазолин, Мексидол, NO-синтаза, митохонд-
риальная дисфункция.
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ANTIOXIDANTS INFLUENCE ON THE BRAIN NO SYSTEM IN ACUTE CEREBRAL ISCHEMIA
The Zaporizhia State Medical University, Zaporizhia, Ukraine
It was established that ischemic neurodistraction is accompanied by all NO-synthases isoforms

expression disturbance, NO hyperproduction, and its toxic effect [1].
The aim of the study — to investigate the NO system condition and NO-associated chains of the

cerebral ischemia on the ground of the correction with antioxidant medications (Tiotriasoline, Mexidol).
Methods and materials. Disturbance of the cerebral blood circulation was made by doubleside

ligation of the Carotid arteries on the 1st and 4th day in laboratory rats with weight 200–250 g. Gener-
al NO-synthase (NOS) activity was determined by fluorometric method. Nitrotyrosine (NTS) was de-
tected in the cerebral homogenate by hardface immunosorbent method. Mitochondrial pore (MP) open-
ing was detected after initiation with Cyclosporine-A, membrane potential of the mitochondrial charge
(MPMC) — with Saphronine-O [6]. Carbohydrate-energetic metabolism processes were assessed by
chromatographic detection of the adenine nucleotides in the brain homogenate. Inducible NOS (iNOS),
endothelial NOS (eNOS), neuronal NOS (nNOS) expression intensity was studied by histochemical
method.

Results and discussion. Experiment’s results showed that doubleside occlusion of the Carotid
arteries during 1st day leaded to the global changes in the NO system, general NOS activity and
expression of the neuronal (by 55%) and inducible (by 59%) isoforms. NOS activity increase leaded
to the nitrosyl stress. Excess of the NO and its toxic derivates suppresses proteins from the mitochon-
drial breath-chain, injury of the internal mitochondrial membrane and opening of the MP and occur-
rence of the mitochondrial dysfunction (MD). Tiotriasoline (50 mg/kg) and Mexidol (50 mg/kg) injec-
tion have positive effect on the NOS activity and expression of its isoforms.

Positive influence of the antioxidants explains its stabilizing action on the functional mitochondrial
activity. Tiotriasolin and Mexidol administration normalized carbohydrate-energetic metabolism that was
confirmed by ATF level and mitochondrial charge increase. Tiotriasolin exceeded Mexidol activity.

Key words: cerebral ischemia, Tiotriasolin, Mexidol, NO-synthase, mitochondrial dysfunction.
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щурів масою 200–250 г на 1-шу
та 4-ту доби [10]. Тварини
утримувалися на стандартно-
му раціоні харчування віварію
при природній зміні дня та но-
чі. Усі експериментальні про-
цедури здійснювали згідно з
«Положенням про використан-
ня тварин у біомедичних дослі-
дженнях» [5]. Операції та ви-
ведення тварин з експери-
менту проводили під тіопентал-
натрієвим наркозом (40 мг/кг).
Досліджувані препарати вво-
дили внутрішньочеревинно
один раз на добу (1-ша експе-
риментальна група — ішемія,
1-ша доба, n=10) та один раз
на добу протягом 4 діб (2-га
експериментальна група —
ішемія, 4-та доба, n=10) дозою
50 мг/кг [3]. Для досліджень ви-
користовували Тіотриазолін
виробництва “Arterium”, 2,5 %
ін’єкційний розчин і Мексидол
виробництва ЗАТ «Мир-Фарм»,
5 % ін’єкційний розчин. У піддо-
слідних тварин було вилучено
головний мозок і гомогенізова-
но його у буфері (50 мМоль
Tris-HCl, 5 мМоль EDTA, 1 мМоль
DTT, 1 % Triton X-100), pH 7,5
при температурі 4 °C у співвід-
ношенні 1 : 6 тканина/буфер [6].
Загальну активність NO-синта-
зи (NOS) визначено флюоро-
метричним методом у НАДФH-
залежній реакції перетворення
L-аргініну у цитрулін [6]. Нітро-
тирозин (НТЗ) визначали у го-
могенаті головного мозку за до-
помогою твердофазного імуно-
сорбентного методу, було ви-
користано набір фірми ELISA
[6]. Відкриття мітохондріальної
пори (МП) визначали після іні-
ціації циклоспорином-А, мем-
бранний потенціал заряду міто-
хондрій (МПЗМ) — у присут-
ності сафроніну-О [6]. Оцінку
процесів вуглеводно-енерге-
тичного метаболізму здійснюва-
ли за допомогою хромотогра-
фічного визначення у гомо-
генаті головного мозку аденіло-

вих нуклеотидів (АТФ, АДФ,
АМФ) [6].

Інтенсивність експресії інду-
цибельної (iNOS), ендотелі-
альної (eNOS) та нейрональної
(nNOS) ізоформ NO-синтази
досліджували за допомогою
гістоімунохімічного методу з
використанням системи біо-
пероксидази. Інтенсивність екс-
пресії ізоформ NOS оцінювали
за щільністю iNOS-, eNOS-,
nNOS-позитивних клітин у до-
сліджуваних гістологічних зрі-
зах [6].

Усі експериментальні дослі-
дження виконані у Запорізько-
му державному медичному
університеті на базі Навчаль-
ного медико-лабораторного
центру (завідувач — професор
А. В. Абрамов). Статистичну
обробку результатів проводили
методами математичної ста-
тистики із застосуванням паке-
тів прикладних програм «Біо-
статистика для Windows, версія
4.03» і “Microsoft Excel 2002”.
Для кожної досліджуваної оз-
наки визначали показники се-
реднього арифметичного (М) і
стандартної помилки серед-
нього арифметичного (m). Нор-
мальність розподілу переві-
ряли за допомогою тесту Кол-
могорова — Смирнова. За
умови відповідності нормаль-
ності розподілу, вірогідність
отриманих розбіжностей вели-
чин, що зіставляються, оціню-
вали з використанням t-крите-
рію Стьюдента. Вірогідність
відмінностей відносних вели-
чин оцінювали з використан-
ням критерію χ2. Статистично
значущими вважали відміннос-
ті з рівнем значущості більше
95 % (p≤0,05) [7].

Результати дослідження
та їх обговорення

У результаті проведених екс-
периментальних досліджень
установлено, що двобічна ок-
люзія сонної артерії протягом

1-ї доби призводила до суттє-
вих змін системи оксиду азоту,
що проявлялось у підвищенні
загальної активності NOS вна-
слідок експресії її нейрональ-
ної (на 55 %) та індуцибельної
(на 59 %) ізоформ. Підвищен-
ня активності NOS за рахунок
експресії індуцибельної ізофор-
ми призводило до розвитку ніт-
розуючого стресу. Зокрема, на
1-шу добу, та особливо на
4-ту добу, церебральної ішемії
було зареєстровано суттєве
збільшення маркера нітрозую-
чого стресу — НТЗ, на 72 і
78 % відповідно (табл. 1). Під-
вищення загальної активності
NOS за рахунок iNOS пов’яза-
не з інтенсифікацією вільнора-
дикального окиснення та гіпер-
продукцією АФК, надлишок
яких пригнічує експресію й ак-
тивність eNOS, ініціює синтез
прозапальних цитокінів, фак-
торів транскрипції (c-fos, jnk) та
опосередковано iNOS, котра
значно резистентна до вільних
радикалів кисню й азоту [3; 8–
10]. Аналіз експресії ізоформ
NOS на 4-ту добу ішемії не
виявив статистично вірогід-
них відмінностей від аналогіч-
них показників порівняно з
1-ю добою експерименту (див.
табл. 1).

Надлишок NO та його ток-
сичних дериватів пригнічує ак-
тивність білків-ферментів ди-
хального ланцюга мітохондрій,
призводить до ушкодження
внутрішньої мембрани міто-
хондрій і відкриття МП, внаслі-
док чого розвивається мітохон-
дріальна дисфункція (МД) [3].
Отримані нами результати під-
тверджують розвиток МД у
тварин з церебральною іше-
мією. Зокрема, у тварин з іше-
мією на 1-шу добу відбулося
зменшення циклоспорину-А-
чутливого поглинання на 64 %;
на 4-ту добу — на 77 % щодо
інтактної групи (рис. 1). Відкрит-
тя МП відбувалося, як видно з
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рис. 1, на тлі падіння заряду
мітохондрій.

Мітохондріальна дисфунк-
ція є базисним механізмом
енергетичних порушень в умо-
вах дефіциту надходження
кисню у клітину та корелює з
фазними змінами вмісту в тка-
нинах головного мозку АТФ,
АДФ, АМФ [11]. На 1-шу добу,
а особливо на 4-ту добу, ішемії
спостерігалося значне знижен-

ня пулу АТФ (на 43 і 61 % від-
повідно) та підвищення вмісту
АМФ, що відображає перева-
жання розпаду АТФ на тлі зни-
ження його продукції (табл. 2).

Призначення експеримен-
тальним тваринам Тіотриазоліну
(50 мг/кг) і Мексидолу (50 мг/кг)
приводило до позитивного ефек-
ту щодо активності NOS та екс-
пресії її ізоформ. Однак слід
зазначити, що Мексидол віро-

гідно впливав на досліджувані
показники лише на 4-ту добу.
На відміну від нього, Тіотриа-
золін починав діяти з 1-ї доби
церебральної ішемії. Внаслі-
док модулюючого впливу до-
сліджуваних препаратів на си-
стему оксиду відбувалось об-
меження розвитку нітрозую-
чого стресу, що проявлялося
зменшенням вмісту НТЗ. Вве-
дення Тіотриазоліну зменшу-

Таблиця 1
Вплив Тіотриазоліну та Мексидолу на загальну активність NOS,
експресію індуцибельної, ендотеліальної, нейрональної NOS

і вміст нітротирозину у головному мозку щурів з церебральною ішемією, M±m

Щільність Щільність Щільність Загальна
             Експериментальна iNOS-пози- eNOS-пози- nNOS-пози- активність Нітро-
                  група, n=10 тивних тивних тивних NOS, тирозин,

клітин клітин клітин нмоль/ нм/г білка
(г білка⋅хв)

Інтактна група 137,60±27,11 335,5±18,6 90,0±10,5 23,40±1,73 9,86±0,73

Ішемія
1-ша доба 333,7±18,0 201,7±9,2 200,0±11,5 67,9±2,1 35,8±1,3
4-та доба 344,80±10,47 199,4±10,8 209,0±9,8 75,20±2,44 45,70±2,22
1-ша доба + Тіотриазолін (50 мг/кг) 284,7±18,4*# 255,5±16,2*# 165,3±14,7*# 50,80±3,66*# 25,60±1,77*#

4-та доба + Тіотриазолін (50 мг/кг) 199,1±11,7§## 295,7±13,7§## 133,2±11,3§## 37,40±2,84§## 18,40±1,37§##

1-ша доба + Мексидол (50 мг/кг) 325,4±17,2 188,4±16,6 192,4±10,8 53,30±1,97* 29,40±2,05*
4-та доба + Мексидол (50 мг/кг) 265,2±14,2§ 251,9±12,8§ 166,7±15,2§ 45,64±3,00§ 24,60±1,46§

Примітка. У табл. 1 і 2: * — p≤0,05 щодо ішемії, 1-ша доба; § — p≤0,05 щодо ішемії, 4-та доба; # — p≤0,05 щодо
Мексидолу, 1-ша доба ішемії; ## — p≤0,05 щодо Мексидолу, 4-та доба ішемії.
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Рис. 1. Вплив тіотриазоліну та Мексидолу на відкриття мітохондріальної пори (а)
та мембранний потенціал заряду (б) клітин головного мозку щурів з церебральною іше-
мією: ТТЗ — Тіотриазолін; Мекс. — Мексидол; * — p≤0,05 щодо контрольної групи;
** — p≤0,05 щодо Мексидолу

а б
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вало вміст НТЗ на 1-шу добу
на 28 %, на 4-ту — на 60 %;
Мексидолу — відповідно на 18
та 46 % щодо контрольної гру-
пи тварин у відповідні терміни
експерименту.

Установлений нами пози-
тивний вплив антиоксидантів
пояснює їх стабілізувальну дію
на функціональну активність
мітохондрій . Призначення
Тіотриазоліну та Мексидолу
нормалізувало вуглеводно-
енергетичний обмін, що під-
тверджувалося підвищенням
вмісту АТФ і суттєвим зни-
женням АМФ у тканинах голов-
ного мозку. На рис. 1 видно,
що ефекти Тіотриазоліну бу-
ли більш виражені, ніж Мек-
сидолу. Крім того, на тлі вве-
дення досліджуваних препа-
ратів відбувалося зменшення
проявів МД. Введення Тіотриа-
золіну та Мексидолу гальму-
вало відкриття циклоспорин-
А-залежної МП, що, у свою
чергу, приводило до стабіліза-
ції мембранного заряду міто-
хондрій.

Таким чином, проведеними
дослідженнями встановлено,
що гостра церебральна ішемія
супроводжується підвищенням
загальної активності NOS, пе-

реважно за рахунок її індуци-
бельної ізоформи, з паралель-
ним розвитком нітрозуючого
стресу. Наслідком цих патоло-
гічних змін є розвиток МД та
порушення АТФ-синтетичної
функції мітохондрій.

Антиоксидантні препарати
— Тіотриазолін і Мексидол —
в умовах гострої церебральної
ішемії виявляють виражену
нейропротективну дію: обме-
жують розвиток нітрозуючого
стресу, модулюють активність
усіх ізоформ NOS і відновлю-
ють функціональну активність
мітохондрій. Подібні ефекти
досліджуваних препаратів по-
яснюються їх високою антиок-
сидантною активністю та здат-
ністю модулювати експресію
всіх ізоформ NOS: обмежува-
ти гіперекспресію iNOS, nNOS
і підвищувати eNOS, яка бере
участь у механізмах довготри-
валої адаптації до ішемії та
нейропротекції [3; 12]. Більш
виражені властивості Тіотриа-
золіну пояснюються, на нашу
думку, наявністю в його моле-
кулярній будові SH-груп. Тіоло-
ві групи Тіотриазоліну здатні
утворювати стійкі комплекси з
токсичними дериватами окси-
ду азоту, а також регулювати

транскрипційні фактори завдя-
ки SH-групам, Red-Oxi ділян-
кам і в такий спосіб впливати
на експресію NOS.
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ПЕРЕКИСНОЕ ОКИСЛЕНИЕ ЛИПИДОВ В СЕТЧАТКЕ ГЛАЗА КРЫС СО СТРЕПТОЗОТОЦИН-

ИНДУЦИРОВАННЫМ ДИАБЕТОМ В УСЛОВИЯХ ЭЛЕКТРИЧЕСКОГО РАЗДРАЖЕНИЯ ПАЛЕО-
ЦЕРЕБЕЛЛЯРНОЙ КОРЫ

Одесский национальный медицинский университет, Одесса, Украина
У крыс линии Вистар внутрибрюшинным введением стрептозотоцина (50,0 мг/кг) моделиро-

вали сахарный диабет. Электрические стимуляции (100 Гц, 0,25 мс, 50–100 мкА, 2,5 с) палео-
церебеллярной коры (V–VII дольки) осуществляли ежедневно на протяжении месяца, начиная
их через 15 дней с момента введения стрептозотоцина. Через 1,5 мес. с момента применения
стрептозотоцина в гомогенате ткани сетчатки глаза спектрофотометрически определяли содер-
жание нитритов/нитратов в реакции Грисса (540 нм) и малонового диальдегида в реакции с тио-
барбитуровой кислотой (532 нм).

Содержание нитритов и нитратов в сетчатке у ложнооперированных крыс составили (17,50±
±0,12) мкмоль/г протеина, малонового диальдегида — (2,01±0,30) нмоль/мг протеина; у крыс с
диабетом показатели были увеличены в 2,14 и 3,1 раза соответственно (р<0,05). На фоне трех-
кратных ежедневных стимуляций коры мозжечка уровень нитритов и нитратов в сетчатке глаза
крыс с диабетом уменьшался в сравнении с показателями у нелеченных животных соответствен-
но на 43,1 % и вдвое (р<0,05).




