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Несмотря на значительные успехи 
современной неврологии, проблема 
цереброваскулярных заболеваний с 
достаточно высоким уровнем летально-
сти остается особо актуальной.

Научные работы последних десятиле-
тий дают достаточно полное представле-
ние о механизмах нейродеструкции в 
условиях тотальной гипоксии [1, 2]. 
Однако основополагающим этапом в 
решении проблемы мозговых инсультов 
является раскрытие механизмов эндо-
генной нейропротекции с последующим 
применением полученных данных в 
целях рациональной фармакокоррекции.

Известно, что особая роль в адекват-
ном ответе клеток на острую гипоксию 
и в механизмах эндогенной нейропро-
текции принадлежит транскрипцион-
ным факторам HIF-1 [3]. Белковый 
гетеродимер HIF-1 состоит из двух 
субъединиц: Hif-α, которая в условиях 
нормоксии подвергается деградации, и 
Hif-β, которая является конститутив-
ной и кислороднезависимой субъедини-
цей. В условиях гипоксии происходит 
стабилизация Hif-1α, ее димеризация с 
Hif-1β и связывание с гипоксия-чувст-
вительными элементами (HREs) в про-
моторе генов-мишеней [3, 4]. 

Согласно литературным данным, 
Hif-α имеет несколько подтипов, оказы-
вающих разнонаправленное действие на 
транскрипционный ответ. Так, Hif-1α и 
Hif-2α обеспечивают адаптацию клеток 
к гипоксии путем повышения экспрес-
сии генов, ответственных за процессы 

адаптации к гипоксии. При этом Hif-3α 
является ингибитором активности  
Hif-1/2α. Однако некоторые авторы 
говорят о том, что Hif-3α функциони рует 
как активатор транскрипции и играет 
незаменимую роль в регуляции экспрес-
сии генов в ответ на гипоксию [3–6].

Важным компонентом системы эндо-
генной нейропротекции является семей-
ство белков теплового шока HSP70, кото-
рые, в первую очередь, выполняют функ-
цию внутриклеточных шаперонов и 
обеспечивают процессы фолдинга, хол-
динга и транспорта вновь синтезирован-
ных белков, а также их деградацию как 
в условиях нормоксии, так и при стресс-
индуцированной денатурации. Кроме 
того, установлено прямое цитопротек-
торное и антиапоптическое действие 
HSP70, его влияние на «жизнь» и дейст-
вие HIF [7]. Поэтому особый интерес в 
качестве нейропротекторных препара-
тов представляют модуляторы экспрес-
сии HSP70. На данный момент имеется 
небольшое количество информации 
относительно данной группы средств. 
Рядом зарубежных и отечественных 
работ высказывается гипотеза о нейро-
протективном действии селективных 
эстроген-рецепторных модуляторов 
(SERM), в частности, тамоксифена, 
кото рое опосредовано индукцией факто-
ров эндогенной нейропротекции – HSP 
и HIF-белков [1, 8]. 

Также обращает на себя внимание 
мелатонин – эндогенный гормон-анти-
оксидант, который в условиях оксида-
тивного стресса выступает в роли ска-
венджера свободных радикалов [9]. 
Ранее было отмечено, что на фоне при-
менения мелатонина происходит повы-
шение концентрации HSP70 [10, 11], 
при этом вопрос об окончательных 
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механизмах этой регуляции/взаимо-
связи остается открытым. 

Как известно, глутамин является 
важной аминокислотой, регулирующей 
внутриклеточный гомеостаз и защищаю-
щей клетки от повреждения. Выдвига-
ется предположение, что в основе цито-
протективного действия глутамина 
лежит его способность усиливать 
экспрессию белков-шаперонов HSP70 
через активацию фосфорилирования 
транскрипционного фактора HSF (фак-
тор теплового шока) [12, 13].

Поскольку основным индуктором 
транскрипции белков-шаперонов являет-
ся фактор теплового шока HSF, нами 
предложено изучение фармакологиче-
ских свойств первой изоформы данного 
белка в качестве потенциального ней-
ропротективного агента [14].

Нашими работами показана тесная 
взаимосвязь между уровнем HSP70 и 
активностью субъединицы Hif-1α в 
условиях ишемического повреждения 
мозга [15, 16], однако механизмы регу-
ляции/модуляции этой сопряженной 
системы являются малоизученными. 

Цель  исследования – определение 
уровня экспрессии генов Hif-1α и Hif- 3α 
in vivo в условиях применения препа-
ратов, обладающих свойствами модуля-
торов уровня HSP70: тамоксифена, 
мелатонина, HSF-1 и глутамина в усло-
виях острого нарушения мозгового кро-
вотока (ОНМК) по типу ишемического 
инсульта.

Материалы и методы. Эксперимен-
тальная часть выполнена на 148 крысах 
линии Вистар, которых содержали в 
условиях вивария при природном осве-
щении и стандартном рационе питания. 
Экспериментальные исследования про-
водились в соответствии с основными 
положениями Конвенции Совета Евро-
пы об охране позвоночных животных, 
которые используются в экспериментах 
и в других научных целях (Страсбург, 
1986 г.) и др. [17, 18].

ОНМК моделировали путем двухсто-
ронней необратимой окклюзии общих 
сонных артерий под тиопентал натрие-
вым наркозом (40 мг/кг) [19]. Живот-
ные рандомно были разделены на VII 
групп: I – ложнооперированные крысы 
(ЛО, n = 10), II – животные с ОНМК  

(n = 10), III – ОНМК + тамоксифен (ООО 
«Фармацевтическая компания «Здоро-
вье»», Украина) (1 мг/кг) [20], (n = 10), 
IV – ОНМК + мелатонин (АО «Киевский 
витаминный завод», Украина) (5 мг/кг) 
[21], (n = 10), V – ОНМК + фактор 
теплового шока (HSF-1) (200 мкл/кг),  
(n = 10), VI – ОНМК + глутамин (Sigma, 
США) (25 мг/кг) [22], (n = 10), VII – 
ОНМК + пирацетам (ПАО «Борщагов-
ский химико-фармацевтический завод», 
Украина) 500 мг/кг [23], (n = 10).

На 4 сутки животных выводили из 
эксперимента под тиопенталовым нарко-
зом (40 мг/кг). Использовали участки 
головного мозга, находящиеся в области 
сенсомоторной зоны коры, которые 
гомогенизировали при помощи гомоге-
низатора Silent Crusher S (Heidolph) в 
сахарозном буфере (250 ммоль/л, ЭДТА 
1 ммоль/л, рН 7,4) t = + 40 °C. Последу-
ющим дифференциальным центрифуги-
рованием при 13 000 об/мин, t = + 40 °C 
выделяли цитозольную фракцию [19].

Для анализа экспрессии генов исполь-
зовали метод полимеразной цепной 
реакции с обратимой транскрипцией в 
режиме реального времени (ПЦР – ОТ). 

Выделение тотальной РНК из ткани 
крыс проводили с использованием 
набора «Trizol RNA Prep 100» («ИЗО-
ГЕН», Россия), который содержит сле-
дующие реактивы: Trizol reagent и 
ExtraGene Е.

Для определения уровня экспрессии 
исследуемых генов использовали 
амплификатор CFX96™Real-Time PCR 
Detection Systems («Bio-Rad Labora-
tories, Inc.», США) и набор реактивов 
для проведения ПЦР-РВ в присутствии 
SYBR Green R-402 («Синтол», Россия). 
Финальная реакционная смесь для 
амплификации содержала краситель 
SYBR Green, ДНК – полимеразу SynTaq 
с игибирующими активность фермента 
антителами, по 0,2 мкл прямого и 
обратимого специфических праймеров, 
dNTP- дезоксинуклеозидтрифосфаты,  
1 мкл матрицы (кДНК). Специфиче-
ские пары праймеров (5'-3') для анали-
за исследуемых и референсного генов 
были подобраны с помощью програм-
много обеспечения PrimerBlast (www.
ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) и 
изготовлены фирмой ThermoScientific, 
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США (табл.1). Амплификация происхо-
дит по таким этапам: инициированная 
денатурация 95 °C – 10 мин.; затем 50 
циклов: денатурация – 95 °С, 15 с, 
отжиг праймеров – 58–63 °С, 30 с, 
элонгация – 72 °С, 30 с. Регистрация 
интенсивности флуоресценции проис-
ходила автоматически в конце стадии 
элонгации каждого цикла по каналу 
SybrGreen.

В качестве референс-гена для опреде-
ления относительного значения измене-
ния уровня экспрессии исследуемых 
генов был использован ген actin, beta 
(Actb). Для выражения относительного 
уровня экспрессии генов использовали 
сравнительный Ct метод (ΔΔCt метод). 
Статистический анализ данных ПЦР – 
ОТ проводили с помощью программно-
го обеспечения CFX Manager™ (Bio-
Rad, США). Все реакции амплифика-
ции проводили на индивидуальных 
образцах в трех повторах. Результаты 
ПЦР-анализа Hif-1α, Hif-3α в реальном 
времени были выражены как относи-
тельная нормализованная экспрессия 
указанных мРНК.

Результаты обработаны с применени-
ем статистического пакета лицензион-
ной программы «STATISTICA® for 
Windows 6.0» (StatSoftInc.), «Microsoft 
Excel 2010». Достоверность различий 
(р) экспериментальных данных рассчи-
тывали с использованием t-критерия 
Стьюдента. Различия считали значи-
мыми при р ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение. В 
результате проведенного исследования 
были получены следующие результаты 
(табл. 2). 

Анализ результатов ЛО группы и 
ОНМК группы показывает выраженное 

уменьшение экспрессии мРНК Hif-1α 
во второй группе. Такое снижение Hif-
1α является индикатором угнетения 
механизмов эндогенной нейропротек-
ции, так как Hif-1α регулирует ком-
пенсаторные шунты энергии (малат-
аспартатный), усиливает экспрессию 
эритропоэтина, влияет на функцио-
нальное состояние циклоспорин А- 
зависимой поры митохондрии.

Применение тамоксифена в течение 
4 суток на фоне ОНМК приводило к 
повышению экспрессии мРНК Hif-1α в 
цитозольной фракции на 339,6 % (в 4,4 
раза) относительно ЛО и на 1055,3 % (в 
11,6 раза) относительно контроля. 
Tамоксифен является селективным 
эстроген-рецепторным модулятором и 
реализует свое действие через эстроге-
новые рецепторы ЭР-α и ЭР-β. В резуль-
тате взаимодействия препарата с рецеп-
торами происходит высвобождение 
рецепторносвязанного белка теплового 
шока HSP70 [20]. По всей видимости, в 
условиях острой церебральной ишемии 
тамоксифен непосредственно влияет на 
экспрессию основных транскрипцион-
ных факторов и усиливает транскрип-
цию генов Hif-1α, что является одним 
из механизмов его нейропротективного 
действия.

Введение фактора теплового шока 
HSF 1 экспериментальным животным 
приводило к достоверному повышению 
экспрессии мРНК Hif-1α относительно 
группы контроля на 723,3 % (в 8,2 
раза) и ЛО на 205,2% (в 3,1 раза). 
Однако по силе действия HSF 1 уступал 
тамоксифену. Такое действие можно 
объяснить тем, что HSF 1 является 
транскрипционным фактором экспрес-
сии генов HSP70, в результате белки 

Ген Нуклеотидная последователь-
ность праймера Tпл, °С

Длина 
продукта 
ПЦР, п. н.

Экзон-
экзонный 

стык
HIF-1α F=GGCGAGAACGAGAAGAAAAATAGG 

R = TCGACGTTCGGAACTCATCC
59,97 
59,83 42 58/59

HIF-3α F = CACGCTTTGGACTCTGATGC 
R = GCTCAGCAAAGTGTGGATGC

59,55 
60,11 51 874/875

actin, beta 
(Actb)

F = ACAACCTTCTTGCAGCTCCTC 
R= TCGTCATCCATGGCGAACTGG

60,54 
60,76 64 72/73

Таблица 1

 Специфические праймеры, использованные в ПЦР-анализе  
в режиме реального времени
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шапероны стабилизируют белок HIF-1α 
в условиях гипоксии, и, по всей види-
мости, прямого влияния на экспрессию 
мРНК Hif-1α фактор теплового шока не 
оказывает.

На фоне введения мелатонина наблю-
далось недостоверное изменение 
экспрессии мРНК Hif-1α. 

Курсовое применение глутамина 
приводило к повышению экспрессии 
мРНК Hif-1α на 235,8 % (в 3,4 раза) по 
отношению к ЛО и на 602,9 % (в 7,03 
раза) по отношению к контролю.  По 
нашему мнению, такое действие препа-
рата связано с тем, что глутамин явля-
ется предшественником основного 
неферментативного компонента анти-
оксидантной системы глутатиона вос-
становленного. Повышение уровня 
последнего приводит к уменьшению 
оксидативного стресса, увеличению 
активности супероксиддисмутазы и 
каталазы [12, 13]. Повышение экспрес-
сии мРНК Hif-1α обусловливает увели-
чение уровня белка Hif-1α, который в 
условиях гипоксии стабилизируется и 

активирует транскрипцию основных 
адаптационных факторов VEGF, EPO, 
HSPs.

Дальнейшая обработка данных отно-
сительно влияния препаратов на мРНК 
Hif-3α показала следующее (табл. 3). 

На 4 сутки ОНМК в группе контроля 
наблюдали выраженное снижение 
экспрессии мРНК Hif-3α, что, по всей 
видимости, подтверждает развитие стой-
ких нейродеструктивных нарушений.

Введение тамоксифена, HSF-1, глу-
тамина практически не влияло или же 
снижало уровень экспрессии мРНК 
Hif-3α, но данные были статистически 
не значимы (р > 0,05). Однако назначе-
ние мелатонина приводило к достовер-
ному повышению мРНК Hif-3α в ЛО 
группе на 213,7 % (в 3,1 раза), а в 
группе контроля на 263,6 % (в 3,6 
раза). Таким образом, мелатонин реа-
лизует свое нейропротективное дейст-
вие через активацию HIF-звена эндо-
генной нейропротекции опосредовано 
через стимуляцию экспрессии мРНК 
Hif-3α. 

Группа Относительно ЛО Относительно контроля
Ложнооперированные (ЛО) 1,0 ± 0,247 –
Контроль (ОНМК) – 1,0 ± 0,475
ОНМК + Тамоксифен 4,396 ± 0,641* 11,553 ± 2,259**
ОНМК + HSF 1 3,052 ± 0,595* 8,233 ± 0,468**
ОНМК + Мелатонин 0,841 ± 0,144 1,355 ± 0,145
ОНМК + Глутамин 3,360 ± 1,053* 7,029 ± 1,957**
ОНМК + Пирацетам 1,154 ± 0,213 1,764 ± 0,269

Таблица 2

 Показатели экспрессии мРНК Hif-1α в цитозольной фракции головного мозга 
крыс с острым нарушением мозгового кровообращения (ОНМК)

Примечание. Здесь и в табл. 3: *р < 0,05 относительно ЛО, **р < 0,05 относительно контроля.

Группа Относительно ЛО Относительно контроля
Ложнооперированные (ЛО) 1,0 ± 0,223 –
Контроль (ОНМК) – 1,0 ± 0,306
ОНМК + Тамоксифен 0,680 ± 0,106 0,625 ± 0,105
ОНМК + HSF 1 1,224 ± 0,624 1,076 ± 0,537
ОНМК + Мелатонин 3,137 ± 0,519* 3,636 ± 0,699**
ОНМК + Глутамин 0,985 ± 0,466 0,884 ± 0,416
ОНМК + Пирацетам 0,615 ± 0,812 0,965 ± 0,361

Таблица 3

 Показатели экспрессии мРНК Hif-3α в цитозольной фракции головного мозга 
крыс с острым нарушением мозгового кровообращения (ОНМК)
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Выводы
1. Моделирование ОНМК у экспери-

ментальных животных приводит к 
понижению экспрессии мРНК Hif-
1α, что свидетельствует о срыве 
механизмов эндогенной нейропро-
текции.

2. Введение модуляторов HSP70 – 
тамоксифена, HSF-1 и глутамина 
повышало экспрессию мРНК Hif-1α 
на 1055,3 % (в 11,6 раза), 723,3 % 
(в 8,2 раза) и 602,9% (в 7,03 раза) 
соответственно относительно конт-
роля. Таким образом, данные препа-
раты оказывают нейропротективное 
действие через повышение экспрес-

сии мРНК Hif-1α, что приводит к 
повышению уровня HIF-1 белка.

3. Моделирование ОНМК у эксперимен-
тальных животных приводит к сни-
жению экспрессии мРНК Hif-3α, что 
приводит к срыву механизмов эндо-
генной нейропротекции. 

4. Впервые нами установлено положи-
тельное влияние мелатонина на 
экспрессию мРНК Hif-3α изоформы 
белка HIF-1, что является особенно-
стью влияния мелатонина на процес-
сы эндогенной нейропротекции в 
условиях ОНМК.

5. Референс-препарат пирацетам не 
влиял на Hif-зависимые механизмы 
нейропротекции.
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Ю. В. Била, И. Ф Беленичев, А. М. Камышный
Особенности нарушения экспрессии матричной РНК Hif-1α и Hif- 3α  
в условиях острого нарушения мозгового кровообращения и на фоне 
применения модуляторов HSP70
Важным компонентом системы эндогенной нейропротекции является семейство белков тепло-

вого шока HSP70, которые, в первую очередь, выполняют функцию внутриклеточных шаперонов и 
обеспечивают процессы фолдинга, холдинга и транспорта синтезированных белков, а также их 
деградацию как в условиях нормоксии, так и при стресс-индуцированной денатурации. Кроме того, 
установлено прямое цитопротекторное и антиапоптическое действие HSP70, его влияние на «жизнь» 
и действие HIF белков.

Цель исследования – определение уровня экспрессии генов Hif-1α и Hif-3α in vivo в условиях 
применения препаратов, обладающих свойствами модуляторов уровня HSP70: тамоксифена, мела-
тонина, HSF-1 и глутамина в условиях острого нарушения мозгового кровотока (ОНМК) по типу 
ишемического инсульта.

Исследование проводили на белых крысах линии Вистар. ОНМК моделировали путем двухсторон-
ней необратимой окклюзии общих сонных артерий под тиопентал натриевым наркозом (40 мг/кг). В 
течение 4 суток животным вводили тамоксифен (1 мг/кг), мелатонин (5 мг/кг), фактор теплового 
шока (HSF-1) (200 мкл/кг), глутамин (25 мг/кг), референс-препарат пирацетам (500 мг/кг). Для 
определения уровня экспрессии мРНК Hif-1α и Hif-3α использовали метод полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией в режиме реального времени (ПЦР-ОТ).

В ходе исследования установлено, что в результате ОНМК происходит резкое снижение уровня 
экспрессии мРНК Hif-1α и Hif-3α, что свидетельствует о срыве механизмов эндогенной нейропро-
текции. Введение препаратов-модуляторов HSP70 оказывало разнонаправленное действие на 
экспрессию генов. Так, тамоксифен, HSF-1 и глутамин повышали экспрессию мРНК Hif-1α, при 
этом мелатонин не оказывал достоверного влияния. Впервые нами установлено положительное 
влияние мелатонина на экспрессию мРНК Hif-3α изоформы белка HIF-1, что является особенностью 
влияния мелатонина на процессы эндогенной нейропротекции в условиях ОНМК.

Ключевые слова: эндогенная нейропротекция, мРНК Hif-1α, мРНК Hif-3α, тамоксифен, 
мелатонин, глутамин, HSF-1, ПЦР-ОТ

Ю. В. Біла, І. Ф. Бєленічев, О. М. Камишний
Особливості порушення експресії матричної РНК Hif-1α і Hif-3α за умов 
гострого порушення мозкового кровообігу та на фоні застосування 
модуляторів HSP70
Важливим компонентом системи ендогенної нейропротекції є сімейство білків теплового шоку 

HSP70, які, у першу чергу, виконують функцію внутрішньоклітинних шаперонів і забезпечують проце-
си фолдингу, холдингу й транспорту синтезованих білків, а також їхню деградацію за умов нормоксії, 
так і за стрес-індукованої денатурації. Крім того, встановлено пряму захисну й антиапоптичну дію 
HSP70, його вплив на «життя» і дію HIF білків.

Мета дослідження – визначення рівня експресії генів Hif-1α і Hif-3α in vivo за умов застосування 
препаратів з властивостями модуляторів рівня HSP70: тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 та глутаміну 
в разі гострого порушення мозкового кровотоку (ГПМК) за типом ішемічного інсульту.

Дослідження проводили на білих щурах лінії Вістар. ГПМК моделювали шляхом двобічної незво-
ротної оклюзії загальних сонних артерій під тіопентал натрієвим наркозом (40 мг/кг). Протягом 4 діб 
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тваринам вводили тамоксифен (1 мг/кг), мелатонін (5 мг/кг), фактор теплового шоку (HSF-1)  
(200 мкл/кг), глутамін (25 мг/кг), референс-препарат пірацетам (500 мг/кг). Для визначення рівня 
експресії мРНК Hif-1α і Hif-3α використовували метод полімеразної ланцюгової реакції зі зворотною 
транскрипцією в режимі реального часу (ПЛР-ЗТ).

У ході дослідження встановлено, що в результаті ГПМК відбувається різке зниження рівня екс-
пресії мРНК Hif-1α і Hif-3α, що свідчить про зрив механізмів ендогенної нейропротекції. Уведення 
препаратів-модуляторів HSP70 має різноспрямовану дію на експресію генів. Так, тамоксифен, HSF-1 
і глутамін підвищують експресію мРНК Hif-1α, а мелатонін не виявляє достовірного впливу. Вперше 
нами встановлено позитивний вплив мелатоніну на експресію мРНК Hif-3α ізоформи білка HIF-1, що 
є особливістю впливу мелатоніну на процеси ендогенної нейропротекції за умов ГПМК.

Ключові слова: ендогенна нейропротекція, мРНК Hif-1α, мРНК Hif-3α, тамоксифен, мелатонін, 
глутамін, HSF-1, ПЛР-ЗТ

Yu. V. Bila, I. F. Belenichev, O. M. Kamyshnyi
Peculiarities of the Hif-1α and Hif-3α expression violation in acute cerebral circu-
latory disorders and administration of HSP70 modulators
An important component of the endogenous neuroprotection system is heat shock proteins HSP70, 

which primarily function as intracellular chaperones and provide the processes of folding, holding and 
transporting of synthesized proteins, as well as their degradation both under normoxia and under stress-
induced denaturation. In addition, the direct cytoprotective and anti-apoptotic effects of HSP70, its effect 
on «life» and the effect of HIF proteins have been established.

The aim of the study was to determine the level of expression of Hif-1α and Hif-3α genes in vivo using 
HSP70 modulators: tamoxifen, melatonin, HSF-1 and glutamine in acute cerebral circulation disorder of 
ischemic stroke type.

The study was carried out on white Wistar rats. Acute cerebral circulation disorder was modeled by 
bilateral irreversible occlusion of common carotid arteries under thiopental sodium narcosis (40 mg/kg). 
During 4 days, animals were administered tamoxifen (1 mg/kg), melatonin (5 mg/kg), heat shock factor 
(HSF-1) (200 μl/kg), glutamine (25 mg/kg) and piracetam (500 mg/kg) as drug-reference. To determine 
the level of mRNA expression of Hif-1α and Hif-3α, a real-time reverse transcription polymerase chain 
reaction (PCR-RT) was used.

It was found that as a result of the acute cerebral circulation disorder, the levels of Hif-1α and Hif-3α 
mRNA expression sharply decreased, which indicates the failure of the mechanisms of endogenous 
neuroprotection. Administration of HSP70 modulators had a multidirectional effect on the genes 
expression. Tamoxifen, HSF-1 and glutamine increased the expression of Hif-1α mRNA, and melatonin 
had no significant effect. It was firstly established the positive effect of melatonin on the expression of 
mRNA Hif-3α, the isoform of the HIF-1 protein, which is a feature of the effect of melatonin on the 
processes of endogenous neuroprotection in conditions of acute cerebral circulation disorder.

Key words: endogenous neuroprotection, mRNA Hif-1α, mRNA Hif-3α, tamoxifen, melatonin, gluta-
mine, HSF-1, PCR-RT
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