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Дисертація присвячена дослідженню молекулярно-біохімічних механізмів впливу глутоксиму, селенази і глутаредоксіну на АФК/GSH-залежні ланки ішемічної нейродеструкціі/ендогенної нейропротекції та обґрунтування їх застосування як нейропротективних засобів.
За результатами досліджень встановлено механізми нейропротективної дії селенази, глутоксиму і глутаредоксіну, а саме: вплив модуляторів системи глутатіону в дослідженнях in vitro та in vivo на ланки-мішені ендогенної нейропротекції по дії на синтез HSP70, експресію мРНК HSP70, мРНК HIF-1α і HIF-3α. З’ясовано механізми впливу селенази, глутоксиму і глутаредоксіну на функціональну активність мітохондрій, енергетичний обмін головного мозку в умовах ішемії. Встановлено, що селеназа, глутоксим і глутаредоксін гальмують реакції оксидативного та нітрозуючого стресу на тлі нормалізації глутатіонової системи в головному мозку експериментальних тварин у гострому періоді церебральної ішемії. У дисертаційній роботі вперше наведено теоретичне обґрунтування і експериментальне рішення актуального завдання фармакології ‒ оптимізації лікування гострих порушень мозкового кровообігу, яке полягає в застосуванні селенази, глутоксима і глутаредоксіна в якості засобів активації GSH-залежних механізмів ендогенної нейропротекції. Результати лабораторних досліджень показали, що моделювання гострого порушення мозкового кровообігу в експериментальних тварин призводить до стійкого енергодефіциту (зниження рівня АТФ на 60,8%), мітохондріальної дисфункції (падіння трансмембранного потенціалу мітохондрій на 78,24% і підвищення ступеня відкриття мітохондріальної пори на 80%), посилення реакцій оксидативного (підвищення рівня АФГ на 125,2%, КФГ на 201,8%) і нітрозативного стресу (підвищення рівня нітротирозину в 4,36 рази), підвищення рівня прозапальних цитокінів на тлі зриву функціонування антиоксидантної системи, депривації глутатіонової ланки (зниження рівня GSH на 85,6%) і зниження активності показників ендогенної нейропротекції - білків-шаперонів HSP70 (на 16,28%). Нами відзначено тісний прямий кореляційний зв'язок між рівнем глутатіону відновленого та HSP70 в цитозольної та мітохондріальної фракцій головного мозку експериментальних тварин. 
Аналогічні дані отримано нами при формуванні нейродеструкціі в дослідах in vitro. Ми спостерігали прямий тісний кореляційний зв'язок між глутатіоном відновленим і HSP70 при внесенні токсичних доз глутамату, CDNB і DNIC. А також зворотний тісний кореляційний зв'язок між NR-2 пептидом і HSP70 при моделюванні глутаматної ексайтотоксичності, і між нітротирозином і HSP70 ‒ при депривації системного рівня глутатіону та моделюванні нітрозативного стресу. Наслідками вище перерахованого є наявність важких неврологічних порушень (у 53,3% тварин) і високий відсоток загибелі експериментальних тварин (63,34%) у гострому періоді церебральної ішемії.
Призначення тваринам з ГПМК селенази, глутоксима і глутаредоксіна призводить до нормалізації тіолового редокс-статусу нейрона ‒ про що свідчить підвищення рівня глутатіону відновленого в 2,67 ‒ 4,8 рази, та зниження глутатіону окисненого на 32,9 ‒ 49,5 %, підвищення рівня глутатіонпероксидази в 1,82 ‒ 2,37 разів, глутатіонредуктази в 1,73 ‒ 4,19 разів та глутатіонтрансферази на 14 ‒ 116%. Нормалізація тіол-дісульфідної рівноваги під впливом модуляторів ТДС призводить до підвищення стабільності білкових молекул, зокрема білків- шаперонів HSP70. Курсова терапія селеназою, глутоксимом і глутаредоксіном впродовж 4 діб призводить до підвищення концентрації HSP70 на 26,6 ‒ 41,3%. Підвищення рівня факторів ендогенної нейропротекції відбувається на тлі зниження факторів нейродеструкціі TNF-a (на 31,6 ‒ 75,9%), IL-1b (на 2,5 ‒ 22,5%).
Проведені ПЛР дослідження демонструють підвищення експресії мРНК гену HSP70 в 3,6 ‒ 4,2 разів, мРНК гену HIF-1α в 15 ‒ 37 разів і мРНК гену HIF-3α (в 2,7 ‒ 9 разів вище контролю, при застосуванні глутоксиму і глутаредоксіну) при терапії  модуляторами системи глутатіону в гострому періоді ішемії. 
Селеназа, глутоксим і глутаредоксін покращують енергетичний обмін головного мозку тварин з ГПМК за рахунок активації аеробної продукції енергії, підвищують рівень АТФ (81,3 ‒ 210%), малата (52,6 ‒ 147,4%), ЕП (26,2 ‒ 43,6%), ІФ (89,8 ‒ 98,5%), знижують рівень лактату (37,0 ‒ 40,7%) і покращують функціональну активність мітохондрій (зниження швидкості відкриття пори в 2,04 ‒ 2,14 разів) і підвищення заряду мембрани  мітохондрій(в 2,65 ‒ 3,48 разів).
Призначення тваринам впродовж 4 діб модуляторів системи глутатіону гальмує інтенсивність реакцій оксидативного і нітрозативного стресу ‒ про що свідчить значне зниження маркерів окисної деструкції білків АФГ (39,6 ‒ 54,4%), КФГ (49,4 ‒ 63,3%) і нітротирозину (55 ‒ 75%) на тлі підвищення активності антиоксидантних ферментів СОД (22,2 ‒ 33,2%), каталази (23,9 ‒ 36,9% ).
Окрім того, встановлено, що селеназа, глутоксим і глутаредоксін покращують енергетичний обмін головного мозку тварин з ГПМК за рахунок активації аеробної продукції енергії, підвищують рівень АТФ (81,31 ‒ 210%), малата (52,63 ‒ 147,36%;), ЕП (26,15 ‒ 43,58%), ІФ (89,84 ‒ 98,5%), знижують рівень лактату (37,03 ‒ 40,74%;) і покращують функціональну активність мітохондрій (зниження швидкості відкриття пори (в 2,04 ‒ 2,14 разів) і підвищення заряду мембрани (в 2,65 ‒ 3,48 разів).
Попереднє внесення в суспензію нейронів селенази, глутоксіма і глутаредоксіна (10-5М) з подальшим моделюванням нейродеструкціі in vitro (глутамат, CDNB, DNIC) призводило до зниження маркерів ушкодження нейронів: NR2 (на 18,8 ‒ 68,5%), ‒ АФГ сп. (на 8,7 ‒ 43,6%), КФГ сп. (на 6,7 ‒ 41,5%,) і підвищення СОД (на 7,6 ‒ 59%,), глутатіону відновленого (на 7,8 ‒ 154%).

Курсове застосування досліджуваних препаратів  в експериментально обгрунтованих дозах селенази ‒ 50 мкг/кг, глутоксима ‒ 50мг/кг і глутаредоксіна ‒ 200 мкл/кг тваринам з експериментальним ГПМК призводить до зниження летальності на 37,1, 46,7 і на 38,4%, а також до зменшення неврологічних порушень до 4,56 бала (селеназа), до 4,03 бала (глутоксім), до 4,27 бала (глутаредоксін) за шкалою P. McGraw на 4-ту добу експерименту.
За силою нейропротективного ефекту селеназа, глутоксим і глутаредоксін перевершують (p <0,05) референс-препарат пірацетам.

Наукова новизна. Вперше встановлено, що нейропротективна активність селенази, глутоксиму і глутаредоксіну в умовах гострої експериментальної ішемії головного мозку спрямована на активацію глутатіон-залежних ланок ендогенної нейропротекції. Вперше встановлено, що досліджувані модулятори системи глутатіону ‒ селеназа, глутоксим і глутаредоксін  підвищують експресію мРНК HSP70, HIF-1α і HIF-3α в умовах гострої експериментальної ішемії головного мозку. Вперше показано, що курсове введення селенази, глутоксима і глутаредоксіна тваринам з гострою ішемією головного мозку підвищують вміст ендогенного нейропротектора ‒ білка теплового шоку HSP70. Розширено дані про вплив глутаредоксіна і глутоксима на енергетичний обмін і функціональну активність мітохондрій головного мозку в умовах ішемії. 
Встановлено, що селеназа, глутоксим і глутаредоксін гальмують реакції оксидативного та нітрозуючого стресу на тлі нормалізації глутатіонової системи в головному мозку експериментальних тварин. Новизна досліджень підтверджена патентом України «Спосіб зменшення ексайтотоксичності в умовах експериментального гострого порушення мозкового кровообігу» № 126977.
Практичне значення. На підставі проведених досліджень експериментально доведена можливість доцільності застосування селенази, глутоксима і, особливо, глутаредоксіна в комплексній нейропротекції гострого порушення мозкового кровообігу в якості засобів фармакокорекції порушень глутатіон-залежних ланок ендогенної нейропротекції. 
Отримані дані є експериментальним обгрунтуванням для застосування селенази, глутоксима в комплексній терапії гострого порушення мозкового кровообігу в якості засобів первинної нейропротекції. Експериментальні данні обґрунтовують перспективу подальших досліджень глутаредоксіну з метою створення на його основі лікарського засобу з нейропротективною дією. 
Експериментально встановленні механізми дії модуляторів системи глутатіону можуть сприяти створенню нового покоління ефективних лікарських препаратів, які надають спрямований вплив на ключові ланки механізмів ендогенної нейропротекції. 
Результати досліджень впроваджені в навчальну та наукову роботу кафедр фармакології Запорізького державного медичного університету, Дніпропетровської медичної академії, Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця, Буковинського державного медичного університету, Харьківського національного медичного університету, Інституту підвищення кваліфікації спеціалістів фармації, Національного фармацевтичного університету МОЗ України.
Ключові слова: церебральна ішемія, нейропротекція, тіол-дисульфідна система, оксидативний стрес, нітрозативний стрес, глутаматна ексайтотоксичність, HSP70, HIF-1, NR-2 пептид, селеназа, глутоксим, глутаредоксін.
SUMMARY
Lytvynenko O.S. Neuroprotective activity of modulators of glutathione system in the conditions of cerebral ischemia modeling. - Qualifying scientific work as a manuscript copyright.
 Thesis to obtain the academic degree of Candidate of Biological Sciences (PhD) in speciality 14.03.05 – Pharmacology. - State enterprise "Institute of Pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine", Kyiv- 2018. 

The thesis is dedicated to the investigation of molecular biochemical mechanisms of glutoxim, selenase and glutaredoxin influence on energotropic and ROS links of ischemic neurodegeneration, and justification of their use as neuroprotective agents. 
According to the results of the research, mechanisms of neuroprotective action of selenase, glutoxim and glutaredoxin have been established. Specifically, the researched examined the effects of modulators of the glutathione system during in vitro and in vivo studies on target endogenous neuroprotection mechanisms, and their effect on the synthesis of HSP70, the expression of the HSP70 mRNA, the HIF-1α mRNA, and HIF -3α mRNA. The research also examined and determined the mechanisms of selenase, glutoxim and glutaredoxin influence on the functional activity of mitochondria, and energy metabolism of the brain in the state of ischemia. It has been established that selenase, glutoxim and glutaredoxin inhibit the oxidative and nitrosative stress responses against the normalization of the glutathione system in the brain of test animals in the acute period of cerebral ischemia. For the very first time, this research provides the theoretical foundation and an experimental solution of the actual task of pharmacology – treatment optimization of acute cerebrovascular disorders, which consists of the use of selenase, glutoxim and glutaredoxin as the means of activation of GSH-dependent mechanisms of endogenous neuroprotection. 
The results of the research indicated that simulation of an acute cerebrovascular accident in test animals leads to a stable energy deficit (decrease of the ATP level by 60.8%), mitochondrial dysfunction (drop in the transmembrane potential of mitochondria by 78.2%, and an increase in the degree of mitochondrial porе opening by 80%), an increase in oxidative reactions (increase of AFН level by 125.2%, KFН by 201.8%) and nitrosative stress (increase of nitrotyrosinе level by 4.36 times), an increase in the level of pro-inflammatory cytokines as a result of the disruption in the antioxidative system functions, deprivation of glutathione (decrease of GSH level by 85.6%), and a decrease in activity of endogenous neuroprotection indicators - HSP70 chaperone proteins (by 16.3%). We observed a close direct correlation between the level of reduced glutathione and HSP70 in the cytosolic and mitochondrial fractions of the brain of the test animals. 
Similar results and data, was obtained by us in the process of neurodegeneration experiments in vitro. We observed a close direct correlation between the glutathione recovered and HSP70 when toxic doses of glutamate, CDNB and DNIC were administered. Additionally, a close reverse correlation was observed between the NR-2 peptide and HSP70 in the modeling of glutamate excitotoxicity, and between nitrotyrosinе and HSP70 during the deprivation of the systemic level of glutathione and modeling of nitrosative stress. 
The result of the aforementioned conditions is the presence of severe neurological disorders (53.3% of the test animals), decreased cognitive functions, and a high percentage of deaths in test animals (63.3%) during the acute period of cerebral ischemia.

Administration of selenase, glutoxim and glutaredoxin to animals suffering from an acute сеrebrovascular accident leads to a normalization of the thiol redox - status of a neuron, as evidenced by a 2.67 ‒ 4.80 time increase in GSH levels, a 32.9 ‒ 49.5% decrease in GSSG levels, a 1.82 ‒ 2.37 time increase in GPR levels, a 1.73 ‒ 4.19 time increase in GR, and a 14 ‒ 116% increase in GST levels. 
The normalization of the thiol-disulfide exchange equilibrium under the influence of TDS modulators leads to an increase in the stability of protein molecules, in particular, the HSP70 chaperone proteins. 
A course of therapy with selenase, glutoxim and glutaredoxin over 4 days results in an increase in the concentration of HSP70 by 26.6 ‒ 41.3%. An increase in the levels of endogenous neuroprotection factors occurs in conjunction with a decrease in TNF-a (31.6 ‒ 75.9%) and IL-1b (by 2.5 ‒ 22.5%) neurodegeneration factors. 
The conducted PCR studies demonstrate an increase in the expression of the mRNA of the HSP70 gene by 3.6 ‒ 4.2 times, the mRNA of the HIF-1α gene -- by 15 ‒ 37 times, and the mRNA of the HIF-3α gene by 2.7 ‒ 9.0 times above the control group (with glutoxim and glutaredoxin) as a result of therapy with modulators of glutathione in the acute period of ischemia. 
Selenase, glutoxim, and glutaredoxin improve the energy metabolism of animals suffering from an acute cerebrovascular accident through the activation of aerobic energy production, increasing the level of ATP (81.3 ‒ 210%), malate (52.6 ‒ 147.4%), EP (26.2 ‒ 43.6%), FI (89.8 ‒ 98.5%), reducing the level of lactate (37.0 ‒ 40.7%), and improving the functional activity of mitochondria (decrease in the rate of opening of the pores (by 2.04 ‒ 2.14 times) and increasing the charge of the membrane (by 2.65 ‒ 3.48 times). 
A 4-day course of therapy with modulators of the glutathione system applied to test animals inhibits the intensity of the reactions to oxidative and nitrosative stress, as evidenced by a significant decrease in the markers of oxidative degradation of the AFH proteins (39.6 ‒ 54.4%), КFH (49.4 ‒ 63.3%) and nitrotyrosine (55 ‒ 75%) against the backdrop of increased activity of the antioxidant enzymes SOD (22.2 ‒ 33.2%) and catalase (23.9 ‒ 36.9%). 
In addition, it has been established that selenase, glutoxim and glutaredoxin improve the energy metabolism of animals suffering from an acute cerebrovascular accident due to the activation of aerobic energy production with an increase of ATP levels (81.3 ‒ 210%), malate (52.6 ‒ 147.4%), EP (26.2 ‒ 43.6%), FI (89.8 ‒ 98.5%), a reduction in the level of lactate (37.0 ‒ 40.7%), and an improvement in the functional activity of mitochondria (decrease in the rate of opening of the pores (by 2.04 ‒ 2.14 times) and an increase in the charge of the membrane (2.65 ‒ 3.48 times). 
Preliminary placement into a suspension of selenase, glutoxim, and glutaredoxin (10-5M) neurons with subsequent modeling of neurodegeneration in vitro (glutamate, CDNB, DNIC) led to a decrease in neuron damage markers : NR2 (by 18.8 ‒ 68.5%) AFH (8.7 ‒ 43,6%), KFH (by 6.7 ‒ 41.5%), and an increase in SOD (by 7.6 ‒ 59%,), and glutathione recovery (by 7.8 ‒ 154%).
 A course of therapy utilizing experimentally substantiated doses of selenase  ‒ 50 μg / kg, glutoxim ‒ 50 mg / kg and glutaredoxin ‒ 200 μl / kg in animals with induced acute cerebrovascular accidents leads to a reduction in mortality by 37.1%, 46.7% and 38.4 %, as well as to a decrease in neurological disturbances to  4,56 points (selenase), 4,03 points (glutoxim), and 4.27 points (glutaredoxin) on the McGraw scale following the 4th day of the experimental treatment. 
The strength of the neuroprotective effects of selenase, glutoxim and glutaredoxin exceeds (p <0,05) the effects achieved using the referenced control ‒ piracetam.
For the first time, it has been shown that the course administration of selenase, glutoxime and glutaredoxin to animals with acute cerebral ischemia increases the content of endogenous neuroprotector ‒ protein heat shock HSP70. In the present study, we extended data of the influence of glutaredoxin and glutoxim on energy metabolism and functional activity of brain mitochondria under conditions of experimental ischemia. It has been established that selenase, glutoxim and glutaredoxin inhibit the oxidative and nitrosative stresses against the background of glutathione normalization in the brain of experimental animals. 
Scientific innovation is confirmed by patents of Ukraine for utility model No126977 "A method for reducing exitotoxicity in conditions of experimental acute cerebral circulation disruption". 
Practical meaning. Based on the performed studies, experimentally proved the possibility of using selenase, glutoxim and especially glutaredoxin in the complex neuroprotection of acute cerebral ischemia as a means of pharmacocorrection of disorders of glutathione-dependent endogenous neuroprotection. 
Thus, it has been established that selenase, glutoxim, and especially glutaredoxin, exhibit a significant neuroprotective effect in the cerebral ischemia, aimed at limiting glutamate exitotoxicity, improving the energy metabolism of the brain, inhibiting oxidative stress, normalizing the glutathione link TDS and increasing the concentration of HSP70 and HIF, which in the end leads to a reduction in mortality and a decrease in the neurological deficit. The mechanism of neuroprotective action of modulators of the glutathione system is associated with the activation of glutathione-dependent units of endogenous neuroprotection, namely, to increase the expression of HSP70 and HIF, which leads to increased adaptation mechanisms (expression of antioxidant enzymes, activation of compensatory energy shunts) increase the resistance of neurons to ischemia. 
The obtained data are an experimental justification for the use of selenase and glutoxim in the complex therapy of acute cerebrovascular accident as a means of primary neuroprotection. Experimental data substantiate the perspective of further studies of glutaredoxin with the aim to create on its base the drug with neuroprotective effect. Experimentally, the mechanisms of action of the modulators of the glutathione system can contribute to the creation of a new generation of effective drugs that have a direct effect on the key links of mechanisms of endogenous neuroprotection. 
The research results are introduced into the educational and scientific work of pharmacology departments of Zaporizhzhia State Medical University, State Institution «Dnipropetrovsk Medical Academy of the Ministry of Heath of Ukraine», Bukovinian State Medical University, National Univercity of Pharmacy, Kharkiv National Medical University, Bogomolets National Medical University.
Key words. cerebral ischemia, neuroprotection, thiol-disulphide system, oxidative stress, nitrosatitative stress, glutamate exitotoxicity, HSP70, HIF-1, HIF-3, NR-2 peptide, selenase, glutoxim, glutaredoxin.

Список публікацій здобувача
1. Литвиненко Е.С. Модуляция активности сопряженных систем NO/глутатион в ишемизированном головном мозге экспериментальных животных препаратом «Селеназа» в различных дозах / Е.С.Литвиненко, И.Ф.Беленичев// Вестник новых медицинских технологий.-2015. Т. 22, № 1. С. 33-38.

2. Литвиненко Е.С. Ферментативное и не ферментативное звено тиол-дисульфидной системы в головном мозге экспериментальных животных с церебральной ишемией: эффекты селеназы/Е.С. Литвиненко, И.Ф. Беленичев // Фармакологія та лікарська токсикологія. 2015. № 1 (42). С. 13-18.
3. Литвиненко Е.С. Влияние модуляторов системы глутатиона-селеназы и глутоксима на энергетический обмен головного мозга в условиях экспериментального острого нарушения мозгового кровообращения/ Е.С. Литвиненко, И.Ф. Беленичев //Фармакологія та лікарська токсикологія. 2015. № 6 (46). С. 41-46.
4. Литвиненко Е.С. Маркеры окислительной модификации белка и нитрозирующего стресса при экспериментальном ишемическом инсульте и фармакологической модуляции системы глутатиона /Е.С.Литвиненко, И.Ф. Беленичев, Т.И. Субачова// Фармакологія та лікарська токсикологія. 2016. № 2 (48). С. 30-36.
5. Литвиненко Е.С. Нейропротективные эффекты при модуляции глутатионовой системы головного мозга: влияние на летальность и неврологический дефицит, оксидативный стресс в условиях экспериментальной ОНМК/ Е.С. Литвиненко, И.Ф. Беленичев// Вісник проблем біології і медицини. 2016. Т.3(130), Вип.2. С. 94-99.

6. Литвиненко Е.С. Нейропротекторная активность модуляторов тиол-дисульфидной системы в условиях моделирования глутаматной эксайтотоксичности in vitro/ Е.С. Литвиненко, И.Ф. Беленичев// Фармакологія та лікарська токсикологія. 2017. № 4-5 (55). С. 20-26.

7. Литвиненко Е.С. Характер экспрессии мРНК HIF-1α и HIF-3α, уровень нитротирозина, цГМФ и интерлейкинов в гомогенате мозга монгольских песчанок с острым нарушением мозгового кровотока и на фоне проводимой терапии модуляторами системы глутатиона/ Е.С. Литвиненко, И.Ф. Беленичев, А.М. Камышный// Вісник проблем біології і медицини. 2018. Т.1 (142), Вип.1. С. 103-108.
8. Пат. 126977 Україна, МПК А61К 31/00 (2018.01). Спосіб зменшення ексайтотоксичності в умовах експериментального гострого порушення мозкового кровообігу/ Бєленічев І.Ф., Бухтіярова Н.В., Литвиненко О.С., Ковальчук Д.О.; заявник Запорізький державний медичний університет. – № u 201801583; заявл. 19.02.2018; опубл. 10.07.2018. Бюл. № 13. 
9. Литвиненко Е.С. Влияние модулятора активности Se-ГПР селеназы на состояние глутатионового звена тиол-дисульфидной системы и NO в нейронах коры животных с церебральной ишемией/ Е.С. Литвиненко// Збірка тез Всеукраїнської науково-практичної конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації 2014» 15-16 травня 2014 р. Запоріжжя, 2014. С 21.

10. Литвиненко Е.С. Влияние модулятора активности Se-глутатионпероксидазы селеназы на экспрессию HSP70 и апоптоз в нейронах коры при депривации системного уровня восстановленного глутатиона in vitro/Е.С. Литвиненко, И.Ф. Беленичев// Зборник тезисов Восьмой национальной научно-практической конференции с международным участием «Активные формы кислорода, оксид азота, антиоксиданты и здоровье человека» 25-29 мая 2014г. Смоленск, 2014. С. 115-117.
11. Литвиненко Е.С.Влияние селективного модулятора Se-зависимой глутатионпероксидазы на показатели нитрозирующего стресса и нейроапоптоза при экспериментальном остром нарушении кровообращения/ И.Ф. Беленичев, Е.С. Литвиненко, С.В. Горбачова //Матеріали XI Україньского біохімічного конгрессу.//6-10 жовтня 2014 р.-Київ,2014//The Ukranian Biochemical Journal.Київ: КНУ ім.Т Шевченка, 2014. Т-86, №5. С. 128.
12.  Литвиненко Е.С. Влияние глутоксима на показатели нитрозирующего стресса и состояние тиол-дисульфидной системы в условиях острого нарушения мозгового кровообращения (в эксперименте)/ Е.С.Литвиненко // Збірка тез Всеукраїнської науково-практичної конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2015» 14-15 травня 2015р. Запоріжжя, 2015. –С 25.

13.  Литвиненко Е.С. Влияние модулятора системы глутатиона глутаредоксина на маркеры оксидативного и нитрозирующего стрессов./Е.С.Литвиненко, А.В. Литвиненко// Збірка тез Всеукраїнської науково-практичної конференції молодих вчених та студентів «Здобутки теоретичної медицини- в практику охорони здоров`я-2016» 24-25 березня 2016 р. Запоріжжя, 2016. С.62-63.
14.  Литвиненко Е.С. Нейропротективные эффекты при модуляции глутатионовой системы головного мозга: влияние на летальность, неврологический дефицит и уровень TNF-α при моделировании ОНМК./ Е.С.Литвиненко, А.В. Литвиненко// Збірка тез Всеукраїнської науково-практичної конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2016» 12-13 травня 2016 р. Запоріжжя, 2016. С 33-34.

15. Lytvynenko E.S.//The antioxidant properties of glutathione system modulatiors/ I.F.Belenichev, E.S. Lytvynenko//Збірка тез Всеукраїнської науково-практичної конференції з міжнародною участю, пам`яті профессора В.В. Дунаева «Фундаментальні та клінічні аспекти фармакології» 24-25 листопада 2016р. Запоріжжя,2016. С. 20-21.

16. Литвиненко Е.С. Экспрессия мРНК HIF-1 после терапии модуляторами системы глутатиона в условиях острого нарушения мозгового кровообращения в эксперименте/ Е.С.Литвиненко / Збірка тез Всеукраїнської науково-практичної конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2017»11-12 травня 2017 р. Запоріжжя, 2017. С 28-29.
17.  Литвиненко Е.С. Фармакологическая модуляция глутатионового звена тиол-дисульфидной системы головного мозга – новое звено нейропротекции/ И.Ф. Беленичев, Е.С.Литвиненко// Тези доповідей V Національного з'їзду фармакологів України. 18-20 жовтня 2017 р. Запоріжжя, 2017. С.5-6.
ЗМІСТ

	Перелік умовних позначень, символів, скорочень і термінів


	20

	Вступ










 
	22

	Розділ 1.Нейропротективна терапія при ішемічних інсультах: сучасний погляд на позитивну модуляцію тіол-дисульфідній системи головного мозку (огляд літератури) 








	29

	1.1. Патогенетичні механізми ушкодження нейронів при церебральної ішемії, значення тіол-дисульфідної системи головного мозку в регуляції клітинного сігналітету, її роль в механізмах нейродеструкції і ендогенної нейропротекції.………………………………………………………….
	29

	1.2. Сучасна концепція поетапної нейропротекції при ГПМК: клініко-фармакологічний портрет нейропротекторів ………
	39

	1.3.Перспективи застосування в комплексній нейропротективній терапії мозкових інсультів модуляторів системи глутатіону………………………………………………
	42

	Розділ 2. Матеріали та методи дослідження……………………………..
	56

	2.1. Об'єкт і предмет дослідження 
	56

	2.1.1. Характеристика тварин, які включені в експериментальне дослідження. Моделі експерименту
2.1.2 Лікарськи засоби, які  були використані в дослідженнях in vivo
2.1.3. Отримання гомогенату головного мозку
	56
60
61

	2.1.4. Отримання нейрональної культури клітин
2.1.5.Дослідження нейропротективній активності модуляторів ТДС in vitro
	61
63

	2.2. Біохімічні методи дослідження
	65

	2.3. Метод вестерн- блот аналізу
	69

	2.4. Iмуноферментні методи дослідження
	70

	2.5. Молекулярно-генетичні методи дослідження
	71

	2.6. Фармакологічні методи дослідження.Вивчення неврологічного статусу тварин. 
	72

	2.7. Статистичні методи дослідження
	73

	Розділ 3. Нейропротективні властивості селенази, глутоксима і глутаредоксіна при моделюванні нейродеструкціі в дослідах in vitro
	 75

	3.1. Рівень маркерів нітрозативного стресу, глутатіону відновленого, HSP 70 та NR-2 пептиду в нейронах в умовах моделювання глутаматної ексайтотоксичності і на тлі застосування позитивних модуляторів ТДС 
	75

	3.2. Рівень маркерів ТДС і нітрозативного стресу при депривації системного рівня глутатіону та введенні позитивних модуляторів глутатіонової системи. Молекулярно-біохімічні порушення в нейронах при внесенні CDNB
	80

	3.3. Рівень маркерів оксидативного, нітрозативного стресу, показники ТДС при внесенні в суспензію нейронів цитотоксичних концентрацій DNIC. Фармакологічна корекція модуляторами системи глутатіону
3.4. Висновки до розділу 3
	87
94

	Розділ 4. Нейропротективна дія модуляторів системи глутатіону в умовах перев'язки загальної сонної артерії 
	  96

	4.1. Визначення середньоефективної дози глутоксима, селенази, глутаредоксіна
	  96

	4.1.1. Визначення середньоефективної дози глутоксима при моделюванні ГПМК у монгольських піщанок.
	  96

	4.1.2. Визначення середньоефективної дози селенази при моделюванні ГПМК у білих безпорідних щурів
	101

	4.1.3. Визначення середньоефективної дози глутаредоксіна при моделюванні ГПМК у монгольських піщанок
	105

	4.2. Дослідження антиоксидантної активності модуляторів тіол-дисульфідній системи- селенази, глутоксима і глутаредоксіна в гострому періоді (4 доба) експериментальної церебральної ішемії
	109

	4.3. Вплив модуляторів системи глутатіону - селенази, глутоксима і глутаредоксіна на енергетичний обмін головного мозку в умовах експериментального ГПМК
	115

	4.4. Вплив модуляторів ТДС- селенази, глутоксима і глутаредоксіна на ферментативну і не ферментативну ланку системи глутатіону головного мозку експериментальних тварин з церебральною ішемією в гострому періоді
	122

	4.5. Участь модуляторів тіол-дисульфідній системи- селенази, глутоксиму і глутаредоксіну в механізмах ендогенної нейропротекції
	127

	4.5.1. Вплив модуляторів ТДС на глутатіон-залежні ланки ендогенної нейропротекції
	127

	4.5.2.  Вплив модуляторів системи глутатіону на характер експресії мРНК HIF-1α,HIF-3α і HSP70 в головному мозку піщанок з ГПМК 
	132

	4.6. Нейропротективні ефекти глутоксима, глутаредоксіна і селенази при модуляції глутатіонової системи головного мозку монгольських піщанок. Вплив на летальність, неврологічний дефіцит, оксидативний стрес в умовах експериментального ГПМК
4.7. Висновки до розділу 4
	135
141

	Розділ 5. Аналіз та узагальнення результатів дослідження……………..
	143

	Висновки……………………………………………………..……………..
	172

	Список використаних джерел ……………………………………………
	174

	Додатки ………………...………………………………….....……………..
	210

	Додаток А Акти впровадження…...……………..……….....……………..
	211

	Додаток Б Наукові праці, опубліковані за темою дисертації …………….
	217

	Додаток В Відомості про апробацію результатів дисертації………….….
	219


Перелік умовних скорочень
	AДФ
	– аденозиндифосфат

	АМФ
	– аденозинмонофосфат 

	АТФ
	– аденозинтрифосфат

	АФГ
	– альдегідфенілгідразони

	ВГ
	– відновлений глутатіон

	ГПМК
	– гостре порушення мозкового кровообігу

	ГПО
	– глутатіонпероксидаза

	ГР
	– глутатіонредуктаза

	Г-S-Т
	– глутатіон-s-трансфераза

	ЕД50
	– середня ефективна доза

	ЕЗ
	– енергетичний заряд

	ЕП
	– енергетичний потенціал

	ЗСА
	– загальна сонна артерія

	ЗТ-ПЛР
	– полімеразна ланцюгова реакція в реальному часі

	ІФ
	– індекс фосфорилювання

	КФГ
	– кетонфенілгідразони 

	ЛО
	– ложнооперовані

	мРНК
	– матрична рибонуклеїнова кислота

	ОГ
	– окиснений глутатіон

	ОМБ
	– окиснювальна модифікація білків

	ОС
	– окислювальний стрес

	СОД
	–  супероксиддисмутаза

	ТКД
	– термодинамічний контроль дихання

	ТДС
	– тіол-дисульфідна система

	ТДР
	–тіол-дисульфідна рівновага

	ЦНС
	– центральна нервова система 

	АР-1
	– активуючий протеїн-1

	CDNB
	– 1-хлор-2,4-динітробензен

	DNIC
	– дінітрозольний комплекс заліза

	HIF-1α
	– фактор, індукований гіпоксією 1-альфа

	HIF-3α
	– фактор, індукований гіпоксією 3-альфа

	HSP70
	– білки теплового шоку з молекулярною масою 70 кДа

	IL-1β
	– інтерлейкін -1β

	IL-4
	– інтерлейкін 4

	NMDA
	– N-метил-D-аспартат

	NMDAR
	– N-метил-D-аспартатний рецептор

	NF-κB
	– ядерний фактор «каппа-бі»

	NO
	– оксид азоту 

	iNOS
	– індуцібельная синтаза оксиду азоту

	NR-2 пептид
	–  пептидний фрагмент  NMDAR

	TNF-α
	– фактор некрозу пухлин 


ВСТУП

Обґрунтування вибору теми дослідження
Незважаючи на значні досягнення в сучасній ангіоневрології, проблема гострих порушень мозкового кровообігу (ГПМК) продовжує зберігати надзвичайну медичну і соціальну значущість [25,99,88,107]. Інсульти є другою за значимістю причиною смертності та провідною причиною інвалідності серед жителів України, створюючи серйозне навантаження для системи охорони здоров'я, економіки і всього суспільства [120]. Аналіз літератури останніх 5-7 років свідчить про позитивні ефекти застосування нейропротекторів на догоспітальному та госпітальному етапі терапії ішемічного інсульту [64]. Але, на жаль, базові ноотропні і нейрометаболітні препарати не завжди надають очікуваний нейропротективний ефект у гострому періоді церебральній ішемії [53,146,22,23,147,15]. У зв'язку з цим надзвичайно актуально застосовувати науково обгрунтований підхід для раціонального вибору лікарських засобів, призначених оптимізувати стандартну терапію. Тому дослідження молекулярно-біохімічних уражень головного мозку при ГПМК та розробка нових підходів до таргетної нейропротекції, найбільш перспективними мішенями якої вважаються підвищення механізмів ендогенної нейропротекції та нейропластичності [15], визначає актуальність цього дослідження з можливістю використання отриманих результатів в клінічній практиці. У механізмах ендогенної нейропротекції значну роль грає тіол-дисульфідна система [75,76,77,40]. Глутатіон є основним компонентом антиоксидантного захисту нейрона, підвищує його стійкість в умовах гіпоксії, служить джерелом цистеїну в клітині, робить регулюючий вплив на синтез та стабільність білків теплового шоку, бере участь у реалізації механізмів програмованої клітинної загибелі [125]. Збільшення системного рівня глутатіону за допомогою застосування модуляторів синтезу глутатіону є сучасною стратегією поповнення дефіциту глутатіону при окислювальному стресі, імунодефіциті або передозуванні ксенобіотиків [146, 22, 23, 147, 15, 40]. Наявність досить активної тіольної антиоксидантної системи забезпечує стійкість нейрона до оксидативного і нітрозативного стресу, а також бере участь в механізмах регуляції ендогенної нейропротекції. Отже, пошук і розробка методів лікарської корекції антиоксидантного статусу при церебральної ішемії на основі модуляції системи глутатіону є важливим і перспективним завданням сучасної фармакології. Вище наведене теоретично обґрунтовує перспективність вивчення сучасних препаратів біс (гама-L глутаміл)- L-цистеїніл-біс-гліцин динатрієвої солі (глутоксим), селеніту натрію (селеназа) і глутаредоксіну-1 в якості нейропротективних засобів.  Вирішення питань оптимізації лікування може сприяти суттєвому підвищенню ефективності надання допомоги хворим з цереброваскулярною патологією.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами.
Дисертаційна робота виконана відповідно до плану наукових досліджень Запорізького державного медичного університету і є фрагментом науково-дослідних робіт кафедри фармакології та медичної рецептури ЗДМУ «Молекулярно-біохімічні механізми формування мітохондріальної дисфункції нейронів головного мозку за умов гострої церебральної ішемії: нові мішені для нейропротекції» (№ держ. реєстрації 0113U000797; 2013-2015 рр.) та «HSP70/HIF-1a-опосередковані механізми ендогенної нейропротекції: розробка підходів до її фармакологічної регуляції» (№ держ. реєстрації 0117U000658; 2017-2020).
Мета і задачі дослідження. З´ясувати молекулярно-біохімічні механізми впливу глутоксиму, селенази і глутаредоксіну на АФК/GSH-залежні ланки ішемічної нейродеструкціі/ендогенної нейропротекції та обґрунтувати їх застосування як нейропротективних засобів.
Для реалізації поставленої мети необхідно було вирішити наступні задачі:

1. Визначити середньоефективну дозу селенази, глутоксима і глутаредоксіна на моделі церебральної ішемії.
2. Вивчити вплив селенази, глутоксима і глутаредоксіна в експериментально обгрунтованих дозах на летальність і неврологічний дефіцит у гострому періоді модельованого ПМК.
3. Дослідити дію селенази, глутоксима, глутаредоксіна на рівень маркерів оксидативного і нітрозативного стресу (супероксиддисмутази, каталази, АФГ, КФГ, стабільних метаболітів оксиду азоту, нітротирозину) і активність показників тіол-дисульфідній системи (глутатіону відновленого, глутатіону окисненого, глутатіонпероксидази, глутатіонредуктази, глутатіонтрансферази) при експериментальному ГПМК.
4. Вивчити дію селенази, глутоксима і глутаредоксіна на функціональну активність мітохондрій (ступінь відкриття мітохондріальної пори і мембранний потенціал), енергетичний обмін (АТФ, АДФ, АМФ, ЕЗ, ЕП, ІФ, ТКД, лактат, піруват, малат) головного мозку тварин з ГПМК.
5. Визначити роль селенази, глутоксима і глутаредоксіна в механізмах ендогенної нейропротекції за впливом на синтез HSP70, експресію мРНК HSP70, мРНК HIF-1α і HIF-3α в тканинах головного мозку експериментальних тварин.

6. Дослідити нейропротективну дію селенази, глутоксима і глутаредоксіна in vitro при додаванні токсичних доз глутамату, CDNB, DNIC по впливу на показники NR-2 пептиду, АФГ, КФГ, СОД, глутатіону відновленого.
Об’єкт дослідження: глутатіон-залежні механізми ендогенної нейропротекції/нейродеструкції  головного мозку при госторому порушенні мозкового кровообігу
Предмет дослідження: корекція порушень глутатіон-залежних механізмів ендогенної нейропротекції при гострій ішемії головного мозку за допомогою селенази, глутоксима і глутаредоксіна.

Методи дослідження
З метою виконання поставлених задач у дисертаційній роботі використані фармакологічні, біохімічні, імунологічні, молекулярно-генетичні та методи математичної статистики і системного аналізу.

Наукова новизна отриманих результатів. 

Вперше встановлено, що нейропротективна активність селенази, глутоксиму і глутаредоксіну в умовах гострої експериментальної ішемії головного мозку спрямована на активацію глутатіон-залежних ланок ендогенної нейропротекції.

Вперше встановлено, що досліджувані модулятори системи глутатіону ‒ селеназа, глутоксим і глутаредоксін  підвищують експресію мРНК HSP70, HIF-1α і HIF-3α в умовах гострої експериментальної ішемії головного мозку.
Вперше показано, що курсове введення селенази, глутоксима і глутаредоксіна тваринам з гострою ішемією головного мозку підвищують вміст ендогенного нейропротектора ‒ білка теплового шоку HSP70. 

Розширено дані про вплив глутаредоксіна і глутоксима на енергетичний обмін і функціональну активність мітохондрій головного мозку в умовах ішемії. 

Встановлено, що селеназа, глутоксим і глутаредоксін гальмують реакції оксидативного та нітрозуючого стресу на тлі нормалізації глутатіонової системи головного мозку експериментальних тварин.
Новизна досліджень підтверджена патентом України на корисну модель «Спосіб зменшення ексайтотоксичності в умовах експериментального гострого порушення мозкового кровообігу» №126977.
Практичне значення одержаних результатів. 

На підставі проведених досліджень експериментально доведена можливість доцільності застосування селенази, глутоксима і, особливо, глутаредоксіна в комплексній нейропротекції гострого порушення мозкового кровообігу в якості засобів фармакокорекції порушень глутатіон-залежних ланок ендогенної нейропротекції. 

Отримані дані є експериментальним обгрунтуванням для застосування селенази, глутоксима в комплексній терапії гострого порушення мозкового кровообігу в якості засобів первинної нейропротекції.

Експериментальні дані обґрунтовують перспективу подальших досліджень глутаредоксіну з метою створення на його основі лікарського засобу з нейропротективною дією. 

Експериментально встановленні механізми дії модуляторів системи глутатіону можуть сприяти створенню нового покоління ефективних лікарських препаратів, які надають спрямований вплив на ключові ланки механізмів ендогенної нейропротекції.
Результати досліджень впроваджені в навчальну та наукову роботу кафедр фармакології Запорізького державного медичного університету, Дніпропетровської медичної академії, Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця, Буковинського державного медичного університету, Харьківського національного медичного університету, Інституту підвищення кваліфікації спеціалістів фармації, Національного фармацевтичного університету МОЗ України.
Особистий внесок здобувача.
Дисертація є особистою науковою працею автора. Робота виконана на базі Навчального медико-лабораторного центру (керівник ‒ д.м.н., професор Абрамов А.В.) та на кафедрі фармакології та медичної рецептури (завідувач ‒ д.б.н., професор Бєленічев І.Ф.) Запорізького державного медичного університету. Дисертанткою самостійно проведено патентно-інформаційний пошук, визначено мету і задачі дослідження, освоєна і відтворена модель гострого порушення мозкового кровообігу. Самостійно виконана оцінка нейропротективної активності селенази, глутоксима і глутаредоксіна на моделі гострої церебральної ішемії. Дисертантка самостійно провела біохімічні, іммуноферментні, хроматографічні дослідження з вивчення показників оксидативного, нітрозативного стресу, показників тіол-дісульфідної рівноваги і енергетичного метаболізму головного мозку в умовах гострого порушення мозкового кровообігу. Дисертанткою проведена статистична обробка отриманих даних, узагальнено і проаналізовано результати досліджень, сформульовано висновки.

Апробація результатів дисертації.
Основні положення та висновки дисертаційної роботи оприлюднені та обговорені на Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2014» (Запоріжжя 2014); на восьмій національній науково-практичній конференції з міжнародною участю «Активные формы кислорода, оксид азота, антиоксиданты и здоровье человека»(Смоленск 2014); на Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2015» (Запоріжжя 2015); на Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів «Здобутки теоретичної медицини- в практику охорони здоров`я-2016» (Запоріжжя 2016); на Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2016» (Запоріжжя 2016); на Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю пам`яті професора В.В. Дунаєва «Фундаментальні та клінічні аспекти фармакології» (Запоріжжя 2016); на Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2017» (Запоріжжя 2017); на Vму Національному з’їзді фармакологів України (Запоріжжя 2017).

Структура та обсяг дисертації.
Дисертаційна робота викладена на 220 сторінках друкованого тексту та складається з анотацій, списку друкованих праць, вступу, огляду літератури, опису матеріалів і методів дослідження, 2 розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів, висновків, списку використаних джерел та додатків. Робота проілюстрована 26 рисунками, 20 таблицями. Список використаних джерел містить 305 найменувань, з них 135 ‒ кирилицею, 170 ‒ латиницею.

Розділ 1. Огляд літератури. Нейропротективна терапія при ішемічних інсультах: сучасний погляд на позитивну модуляцію тіол-дисульфідної системи головного мозку
1.1.  Патогенетичні механізми ушкодження нейронів при церебральної ішемії. Значення тіол-дисульфідної системи головного мозку і її глутатіонової ланки в регуляції клітинного сігналітету, її роль в механізмах нейродеструкції і ендогенної нейропротекції.
Ішемією називається місцеве зниження кровопостачання, що веде до дисфункції, стійкого пошкодження тканини або органу [3]. При ішемії, виникає локальна тканинна нестача кисню, наслідком якої є метаболічні порушення в зоні пошкодження та зоні пенумбри. Ішемія ‒ це динамічний і потенційно оборотний процес. Наслідки і глибина пошкодження тканини внаслідок гострої фокальної ішемії головного мозку залежать, перш за все, від тяжкості і тривалості зниження мозкового кровообігу. У результаті численних експериментів встановлено каскад реакцій, що виникає в тканині мозку у відповідь на зниження мозкового кровообігу [27]. Виділяють три критичних рівня зниження кровообігу. Перший критичний рівень виникає при зниженні кровообігу до 70% від вихідного (менше 50 мл крові на 100гр тканини мозку в хвилину) [94]. Відбувається розосередження рибосом, гальмується синтез білка. Другий критичний рівень починається при зниженні кровообігу до 50% від вихідного рівня (менше 35 мл/100гр/хв) [94]. Активується гліколіз, розвивається цитотоксичний набряк і лактат-ацидоз. Посилення ішемії (зниження до 20 мл/ 100гр / хв ‒ третій критичний рівень) призводить до зниження синтезу АТФ, порушення роботи іонних каналів, порушення балансу між гальмівними та збудливими нейромедиаторами і енергетичного голодування клітин [94,102]. Усі перераховані патологічні процеси при своєчасному відновленні мозкового кровообігу є оборотними. При зниженні кровообігу менше 20% від початкового значення (10 мл / 100гр / хв) розвивається аноксична деполяризація мембран нейронів і необоротне пошкодження клітин [50,54]. Експериментально встановлено, що центральна область мозку з найменшим кровообігом дуже швидко необоротно пошкоджується (протягом 6-10 хвилин) і  формує «серцевину» або ядерну зону ішемії. Ця область протягом 3-6 годин залишається оточеною ішемізованою, але здатною до відновлення зоною пенумбри або ішемічної півтіні [49,81]. У зоні пенумбри присутні тільки функціональні порушення, і саме за рахунок цієї зони відбувається збільшення зони некрозу мозку. При цьому за відновлення кровообігу в зоні пенумбри функціональність нейронів може бути відновлена. Саме зона пенумбри є основною мішенню для дії нейропротекторних препаратів.

Кисень, який поступає до нейронів і клітин нейроглії, бере участь в реакціях аеробного гліколізу та утворенні енергії. Це відбувається на дихальному ланцюзі мітохондрій, який локалізується на їх внутрішній мембрані [280]. На першій компенсаторній стадії гіпоксії відбувається активація NADH-залежного шляху окиснення, як найбільш ранній відповіді на брак кисню. Нездатність клітин окислювати енергетичні субстрати призводить до їх енергетичного голодування. Було показано, що в цьому періоді речовини, які шунтують перенесення електронів, здатні відновлювати клітинне дихання і редокс статус переносників [210,208]. Наростання кисневого голодування призводить до подальшої інактивації комплексів перенесення електронів ‒ цитохромів b і c (Комплексу II і III). При припиненні перенесення електронів настає різка нестача АТФ і надмірне накопичення АМФ, що призводить до активації протеїнкіназної системи і посилює кисневе голодування клітин. Повна інактивація цитохромоксидази призводить до припинення дихання і  до зупинки окисного фосфорилювання [97,106]. Настає загибель клітини. Стадії енергетичних змін в тканині мозку залежать від віддаленості нейрона від ядерної зони ішемії. У «ядрі» нейрони при нестачі АТФ не можуть підтримувати роботу Na / K-АТФази, порушується її робота і розвивається аноксична деполяризація мембрани нейрона [135]. У зоні пенумбри нейрони знаходяться в стадії потенційно оборотного порушення енергетичного метаболізму.
 Гостра церебральна ішемія запускає патобіохімічний каскад реакцій, який охоплює усі структурні елементи головного мозку. В ядерній зоні ішемії всі клітини страждають однаково, піддаються некрозу і апоптозу [131]. Вже через 30 хв від початку ішемії нейрони починають зморщуватися, настає кариопикноз, вакуолізація цитоплазми і набухання ЕПР. Ці явища є потенційно оборотними протягом 6 годин, потім нейрони піддаються некрозу [115]. Через 2 години після початку ішемії починають з'являтися перші нейрони, які зазнали запрограмованої загибелі ‒ апоптозу. Їх число максимальне через 48 годин. В області пенумбри нейрони виявляються більш стійкими і першими страждають клітини нейроглії [134]. Астроцити в головному мозку виконують безліч функцій: забезпечують трофіку нейронів, секретують фактори росту, регулюють активність нейронів, захоплюють надмірну кількість збуджуючих нейромедіаторів. В області пенумбри вже в перші хвилини ішемії відбувається зниження активності астроцитів, однак через 4-6 годин клітини гіперактивуються, що на 7 добу від початку ішемії призводить до формування гліального рубця в ядерній зоні інфаркту мозку [141,119]. У зоні пенумбри так само активуються клітини мікроглії, що призводить до надмірного виділення токсичних речовин і запускає механізми відстроченої загибелі нейронів [220]. 

Найбільш швидкою реакцією на ішемію мозку є активація глутамат-кальцієвого каскаду, який вносить основний вклад у формування зони некрозу мозку. У його розвитку виділяють три основні етапи: етап індукції, етап ампліфікації і етап експресії, який безпосередньо призводить до загибелі клітин [49]. 

Етап індукції. Під дією АФК і АФА піддаються окисненню білкові молекули переносники і амінокислотні залишки іонних каналів, які знаходяться на внутрішній мембрані мітохондрій. Також в експериментах in vitro було показано, що підвищення рівня Ca+2 різко збільшує проникність мітохондріальної мембрани за рахунок відкриття велетенських мітохондріальних пор ‒ PTP (permeability transition pore). Це призводить до проходження через мембрану молекул з великою молекулярною вагою, до порушення трансмембраного потенціалу мітохондрій, порушення іонного балансу і гідролізу АТФ. У результаті функціональна активність мітохондрій повністю припиняється. Відкриття PTP є пусковим механізмом, що запускає апоптоз в нейронах: запускається каскад каспаз і проапоптичних білків. Зниження рівня АТФ в результаті порушення роботи мітохондрій призводить до інактивації Na/K-АТФази, компенсаторної активації анаеробного гліколізу, накопичення лактату та іонів водню [15,94]. Порушується іонний градієнт, що призводить до відтоку іонів калію з клітини, притоку іонів Са²+ в клітину і деполяризації мембрани. Внутрішньоклітинний надлишок кальцію є ключовим механізмом, який лежить в основі некрозу нейронів. Пοрушення в роботі іонних каналів призводить до надлишкового вивільнення збуджуючих нейрοмедіаторів ‒ глутамату і аспартату [15,94]. Крім того, пошкοджена астроглія виявляється нездатною до захοплення надлишку глутамату, що призводить до надмірного збудження глутаматних рецепторів і розвитку ексайтотоксічності. Цей процес починається вже через 10-20 хв від початку гострої ішемії [49].
Етап ампліфікації. Пοсилення пοшкοджуючого сигналу безпосередньо пοв'язано, перш за все, з триваючим накопиченням внутрішньοклітинного кальцію. Додаткові іони Са²+  надходять в клітину через потенціал - залежні кальцієві канали. Це призводить до підвищення вмісту діацілгліцеролу, до ще більшого збільшення чутливості нейронів до збудливих сигналів і утворюється замкнене «порочне» коло [15,94,49]. При цьому експериментально було показано, що глутамат-кальцієва ексайтотоксичність грає найбільшу роль у формуванні ядерної зони ішемії і прикордонної зони між некрозом і зоною пенумбри. Підвищена кількість глутамату переходить із зони некрозу в область пенумбри, приводячи до збільшення зони ураження [15,94,49,184]. 

Етап експресії. На даному етапі накопичений внутрішньоклітинний кальцій призводить до активації кальмодулин-залежних внутрішньоклітинних ферментів: фосфолипаз, протеїнкиназ, ендонуклеаз. Розвивається множинне ушкодження біомакромолекул, вивільнення і накопичення арахідонової кислоти, жирних кислот і їх токсичних низькомолекулярних метаболітів. Метаболізм арахідонової кислоти призводить до утворення простагландинів, лейкотрієнів, гидропероксидів, ліпоперекисів, АФК, АФА. Різке посилення окислювальних процесів при нестачі антиоксидантного захисту призводить до розвитку оксидативного та нітрозативного стресу. В умовах нестачі кисню в дихальному ланцюзі мітохондрій накопичується велика кількість відновлених інтермедиатів, які відновлюють кисень по одноелектронному шляху з утворенням вільних радикалів і прооксидантів [21,96]. Каскад вільнорадикальних процесів представлений в послідовності реакцій Габера ‒ Вейса. Гідроксил-радикали які відтворюються в умовах оксидативного стресу, ініціюють ПОЛ, пошкоджують ДНК і є найбільш високо активними [7,96,181]. Супероксид-радикали є менш активними, але мають більш тривалий період життя і можуть каталізувати утворення гідроксил-радикалів. Так само гідроксил-радікали можуть утворюватися з пероксінітрітів. Активація вільно радикальних процесів призводить до запуску ПОЛ, пошкодження ДНК і руйнування клітин. Ці процеси тісно пов'язані з ексайтотоксичністю і порушенням енергетичного метаболізму і утворюють численні хибні патологічні реакції. Всі ці процеси призводять до некротичної загибелі клітин і розширення зони інфаркту мозку [7,96].

Паралельно з розвитком глутаматної ексайтотоксичності в клітинах відбувається накопичення лактату та іонів водню, що призводить до метаболічного ацидозу. Початкове накопичення протонів і закислення середовища в області пенумбри призводить до компенсаторного збільшення перфузії ішемізованої тканини. Однак значне накопичення лактату призводить до прямої цитотоксичної дії, збільшення осмотичного тиску і набряку мозку. Формування основної частини інфаркту мозку відбувається в перші 4-6 годин церебральної «катастрофи» [15,49,94]. Процеси, запущені в перші години ішемії, вносять вклад і в віддалене пошкодження мозку. Так лактат-ацидоз, ексайтотоксичність і оксидативний стрес запускають реакцію геному, включають гени раннього і пізнього реагування. Дисбаланс цитокінів запускає локальне запалення і мікроциркуляторні клітинні реакції, які призводять до порушення проникності гематоенцефалічного бар'єру. Так само протягом першої доби запускається загибель клітин шляхом апоптозу. "Доформування" зони ішемії триває 2-4 дні (найгостріший період), після чого переважають регресивні процеси з формуванням гліального рубця [25,146,22,23,147,15,94,49].
Реалізація процесів цитопротекції при ішемії системою глутатіону. Гіпоксія інтенсифікує процеси окиснення, тобто, утворення значної кількості активних форм кисню, що супроводжуються ініціацією ПОЛ і окиснювальною модифікацією білків [181,191,232]. У звичайних умовах процеси окиснення в клітинах протікають з малою швидкістю, а активні форми кисню у вигляді супероксидного радикала, гидроперекиси, гідроксильного радикала та ін. грають роль авто каталізаторів [181]. Ці сполуки утворюються як побічні продукти функціонування електронно-транспортних ланцюгів мітохондрій, ендоплазматичних і ферментативних оксигеназних реакцій. У нормі завдяки наявності високоефективної багатоланцюгової антиоксидантної системи зберігається стабільний рівень продуктів перекисного окислення ліпідів. Діяльність цієї біохімічної системи є найважливішою умовою підтримки, стабілізації, сталості внутрішнього середовища клітин організму, фактором захисту від окисної деструкції найбільш важливих клітинних структур (ядра, мітохондрій, плазматичних мембран). Отже, висока функціональна активність антиоксидантної системи є найбільш ефективним ендогенним фактором захисту від вільно радикального ураження [69]. У нормі будь-яка реакція організму у відповідь на дію чинників, які викликають стрес, може супроводжуватися короткочасним збільшенням кількості активних форм кисню [116]. Це обумовлено розвитком адаптаційних реакцій організму до екстремальних умов, при яких активні форми кисню грають роль вторинних месенджерів при передачі сигналу через клітинну мембрану [112]. Впродовж останніх років встановлено, що АФК знаходяться в клітині у вигляді двох типів. Перший це ‒ низькοмοлекулярні радикали з висοкοю активністю, але з кοротким періοдом життя. До них належать прοдукти неповного віднοвлення кисню, пероксид водню, пероксинітріт, гідроксильний радикал, оксид азоту [181,158]. Другий тип активних форм кисню представлений продуктами взаємодії радикалів першого типу з молекулами біологічних мембран. Вони надають менш деструктивну дію, але мають більш тривалий період існування [180,158]. Встанοвлено, що патологічні зміни в нейрональній клітині безпосередньо виникають при надмірному синтезі активних форм кисню та азоту, тобто, в стані, який називають оксидативним стресом. При цьому відбувається пошкодження найбільш важливих клітинних структур –нуклеїнοвих кислот, ДНК, білків, ферментів, і ліпідів біслоя [233,180,258]. Накопичення гідропероксидів, ненасичених альдегідів, малонового діальдегіду та інших токсичних продуктів ПОЛ веде до порушення метаболічних процесів: пригнічення активності гліколізу, окисного фосфорилювання, синтезу білка і нуклеїнових кислот та гальмування ферментативних реакцій [185,233,217]. Основа дії продуктів вільнорадикального окислення щодо інактивації білків полягає в взаємодії з SH-, NH-, CH-групами їх молекул, що може призводити до змін структури білка, утворення білок-білкових зшивок і фрагментації білків [180,195,158]. Як наслідок ‒ знижується або втрачається багатогранна функціональна активність білків (ферментативна, регуляторна, участь в матричних синтезах і транспорті іонів), а деякі з них сприяють мутаціям або стають автоантигенами [15]. Слід зазначити, що хоча окислення білків має складний і виборчий характер, проте в результаті дії активних форм кисню утворюються загальні продукти ‒ карбонільні похідні [233,180]. Згідно з сучасними уявленнями, не активація вільнорадикального окислення, а дисбаланс між концентрацією активних форм кисню і рівнем антиоксидантного захисту розглядається як одна з основних причин пошкодження клітин і тканин на молекулярному рівні [191,232]. Антиоксидантна система здійснює контроль за активними кисневими метаболітами, вільними радикалами, продуктами ліпопероксидації, субстратами і каталізаторами пероксидазних реакцій, регулює збалансованість прооксидантно-антиоксидантної рівноваги, а також забезпечує активацію фізіологічних і біохімічних механізмів, які запобігають надмірну продукцію активних форм кисню [230,244]. Активні продукти, ініціюють і прискорюють в тканинах вільнорадикальні реакції ПОЛ, посилюючи спонтанно протікаючи процеси. Тривала ішемія (гіпоксія) тканин мозку призводить до виснаження антиоксидантних резервів, в процесі нейтралізації активних продуктів, витрачаються, руйнуються, інактивуються антиоксиданти, втрачають активність антиоксидантні ферменти [244]. У кінцевому підсумку тривала напруга антиоксидантних механізмів може вичерпати їх резервні потужності. З цього моменту кількість активних продуктів перекисного окиснення ліпідів, які до сих пір утримувалися на мінімальному рівні факторами антиоксидантного захисту, починає швидко і лавиноподібно наростати [116]. Зсув прооксидантно-антиоксидантної рівноваги стає причиною тривалого оксидативного стресу і основою розвитку різноманітних патологічних змін у головному мозку.
Система глутатіону приймає провідну участь в підтримці в тканинах
ТДР за рахунок перетворення відновленої форми глутатіону в окиснену [259], яка необхідна для здійснення таких процесів життєдіяльності клітин, як робота мембранних структур, діяльність цитоскелету, клітинний розподіл, регуляція активності гормонів пептидної структури [71]. Для ефективної підтримки рівноваги між вмістом тіолів і дисульфідів (зі значним переважанням концентрації перших) в організмі вищих тварин паралельно функціонують дві дисульфідредуктазні системи: глутатіонова і тіоредоксінова [68]. При цьому глутатіонова є провідною, оскільки в різних тканинах вона забезпечує відновлення до 74 ‒ 88% низькомолекулярних і 88% білкових дисульфідів, а також всі змішані дисульфіди глутатіону з білками [71]. Перенесення протонів з глутатіону на дисульфіди відбувається під дією двох ферментів: протеїндисульфідізомерази і тіолтрансферази [68], що розрізняються по специфічності до окиснених субстратів. Поряд з глутатіон-залежними антиоксидантними ферментами, вони також належать до третьої групи ферментів обміну глутатіону [68]. Проте, ефективність функціонування глутатіонової дісульфідредуктазної системи багато в чому визначається не активністю цих ферментів, а співвідношенням концентрацій відновленої і окисненої форм глутатіону, в нормі що розрізняються на два і більше порядка [114]. Тому глутатіон розглядається в якості основного компонента редокс-буфера клітини, стійко підтримує характерну для неї відновлену середу [71,68,114]. У свою чергу виконання ферментами системи глутатіону функцій підтримки тіол-дисульфідної рівноваги і відновленого середовища клітини, антиоксидантного захисту багато в чому визначається можливостями швидкого напрацювання відновленої форми глутатіону. В даний час в якості основних причин порушень структури і функцій біологічних мембран розглядають два патологічних процеси [244]:

1) збільшення інтенсивності процесів окислення ліпідів, що входять до складу мембран;

2) блокада сульфгідрильних груп білків, що складають основу біомембран. Системі глутатіону належить провідна роль, як в механізмах утилізації органічних гідроперекисів, так і в регуляції тіол-дисульфідного статусу клітини, тому реалізація механізмів цитотоксичної дії, пов'язаних з порушеннями стану клітинних мембран, неможлива без глибокого пошкодження досліджуваної біохімічної системи. Відповідно, пошкодження біологічних мембран і посилення їх проникності для іонів, поряд з порушеннями біоенергетики клітини і дефіцитом макроергів, порушеннями функціонального стану білків кальцієвих каналів, можуть виступити пусковими механізмами дисбалансу обміну Са2+ в клітині. Різкий перерозподіл Са2+, проникнення його в клітини по електрохімічному градієнту через пошкоджену мембрану, призводять до порушень цитоскелету, активації фосфоліпаз, протеаз, ендонуклеаз і реалізації механізмів загибелі клітини [244]. Виснаження функціональних можливостей системи глутатіону, що призводить до активації ВРО, підвищення проникності клітинних мембран для іонів Са2+, активація фосфоліпаз і ендонуклеаз, можуть в свою чергу стати причиною вільнорадикального або ферментативного (за рахунок ендонуклеаз) пошкодження молекул ДНК [244]. Більш того, глюкозо-6-фосфатдегідрогеназа, яка займає ключове місце в обміні глутатіону, є джерелом пентоз, необхідних для синтезу і репарації ДНК. Останнє дозволяє говорити про те, що рівень ВГ і активність ферментів його відновлення з окисненої форми стають лімітуючою ланкою в процесах цитопротекції [37]. Беручи участь в процесах антирадикального і антиперекисного захисту, кон'югації, обміну стероїдних гормонів, транспорту амінокислот, підтримки тіол-дисульфідної рівноваги, система глутатіону впливає, таким чином, і на механізми транскрипції і трансляції [114]. На сьогодні є відомості і про взаємозв'язок порушень системи глутатіону і процесів біоенергетики в тканинах [37,38,114]. Причинами гноблення процесів синтезу макроергів можуть стати активація вільнорадикальних процесів і пошкодження мембран мітохондрій, пригнічення активності тіолзалежних ферментів енергетичного обміну (гексокіназа, 6-фосфофруктокінази, піруваткіназа, глюкозо-6-фосфатдегідрогенази, сукцинатдегідрогеназа), зниження вмісту ліпоєвої кислоти (кофермент піруватдегідрогенази і α-кетоглутаратдегідрогенази), зміна структури (за рахунок перезамикання тіолових зв'язків) і гормональної активності інсуліну і глюкагону. Всі ці зміни прямо пов'язані з виснаженням функціональних можливостей системи глутатіону. Таким чином, пошкодження даної біохімічної системи тісно пов'язані з реалізацією ефектів цитотоксичності. Зараз з'явилися дані і про істотну роль системи глутатіону в механізмах розвитку гіпоксії [71]. Так у цілому ряді робіт наводяться відомості про порушення тіол-дисульфідної рівноваги в тканинах при різних формах гіпоксії, про зниження рівня ВГ та підвищення концентрації його окисненої форми [71], про пригноблення активності ферментів антиоксидантного захисту і інтенсифікації процесів ВРО [112,68,114,37,38 ]. При цьому, порушенню стану системи глутатіону надають лідируючу роль в реалізації механізмів загибелі клітини, викликаної впливом гіпоксії [112,68,114,37,38]. У той же час зміни стану системи глутатіону при гіпоксії ряд авторів розглядає як один з механізмів адаптації, а ВГ і ГПО в ролі антигіпоксантів [67]. Більш того, наводяться дані про використання визначення ряду показників системи глутатіону в оцінці тяжкості гіпоксичного впливу [67]. 
1.2. Сучасна концепція поетапної нейропротекції при ГПМК: клініко-фармакологічний портрет нейропротекторів.
За останній час багато наукових праць присвячено лікуванню інсульту. На сьогоднішній день про церебральну ішемію сформувалося чітке уявлення, як про невідкладний стан, що вимагає швидкої і патогенетично обґрунтованої медичної допомоги з обов'язковим, найбільш раннім включенням в терапію нейропротекторних засобів [16,118,188].

У патогенетичній терапії ГПМК ішемічного генезу можна виділити:
1. Реперфузійну терапію, тобто відновлення кровообігу в зоні ішемії;
2. Поліпшення метаболізму мозкової тканини і, таким чином, захист її від структурних пошкоджень або нейропротекторну терапію [193,100]. 

Реперфузійна терапія спрямована на відновлення кровообігу і повинна бути почата з перших хвилин ішемічного ушкодження. Згідно з сучасними уявленями, у перші 6 годин після оклюзії існує ймовірність відновлення тканини мозку від гіпоксії при забезпеченні відновлення кровообігу. Для цього пацієнтам при ішемічному інсульті показано внутрішньовенне введення лікарських препаратів, які відновлюють кровообіг. Це препарати тканинного активатора плазміногену, такі як урокиназа, альтеплаза і стрептокиназа [24]. 
Всім пацієнтам, які перенесли ішемічний інсульт, з першої доби захворювання показано призначення антикоагулянтів. Найбільшого поширення в нашій країні отримала антикоагулянтна терапія гепарином [65,66 ].

Для вторинної профілактики інсульту використовують антиагреганти- ацетилсаліцилову кислоту, клопидогрел, дипиридамол [54,56].
Розуміння механізмів этіопатогенезу нейродеструкції при церебральній ішемії послужило поштовхом до створення і дослідження великої кількості препаратів, що дістали назву нейропротекторів. Нейропротекторна терапія на сьогодні вважається одним з найбільш перспективних напрямів сучасної нейрофармакології [90,91,92], основним завданням якої є підвищення стійкості нервової тканини до умов гострої гіпоксії після перенесеної судинної катастрофи, а також ‒ підвищення пластичності непошкоджених тканин в зоні пенумбри. Нейропротекторна терапія сприяє метаболічному, функціональному, морфологічному відновленню нейронів та їх оточення, запобігає або уповільнює загибель нейрональних структур, і є патогенетично обгрунтованою на усіх етапах відновлення після перенесеного ГПМК [50,133,55]. Для оптимізації сучасної нейропротекції, доклінічні і клінічні випробування пройшли препарати різних фармацевтичних груп [89]. Це конкурентні і не конкурентні антагоністи глутаматних рецепторів (фенциклидин, церистат, кетамін, елипродил, селфотел), блокатори кальцієвих каналів (нимотоп), препарати з мембраностабілізуючою дією (цитиколин), нейротрофічні чинники, нейропептидні препарати з нейромодулюючою дією, антиоксиданти [34,70]. Нейропротекторна терапія спрямована на переривання каскаду біохімічних і молекулярних подій, які здатні привести до незворотного пошкодження і загибелі нейронів. Основна мета нейропротекції ‒ це, в першу чергу, блокування патогенетичних процесів, тому кожен етап патологічного каскаду потенційно є мішенню даної терапії. Виділяють первинну і вторинну нейропротекторну терапію [23,15,16 ]. 
Первинна нейропротекція спрямована на переривання реакцій глутамат-кальцієвого каскаду. Вона повинна бути почата в перші хвилини ГПМК і тривати до 72 годин [23,15,16]. Вторинна нейропротекція спрямована на переривання відстрочених механізмів загибелі нейронів, які призводять до поширення зони некрозу мозку. Її доцільно почати з 3 години від початку ішемії і проводити, як мінімум, до сьомого дня після ішемічного інциденту. Вважають, що в патогенезі віддалених наслідків гіпоксії (ішемії) глобальну роль відіграє окислювальний стрес, а саме ‒ дисбаланс між внутрішньою антиоксидантною системою організму і різко підвищеним вмістом ендогенних або екзогенних оксидантів [104,41]. У цих умовах відбувається зрив антиоксидантної системи організму з подальшим розвитком оксидативного стресу. Отже, в даних умовах достатньо обгрунтоване застосування препаратів, які мають антиоксидантний механізм дії. Механізми ініціювання та перебігу оксидативного стресу різні, отже, і антиоксиданти реалізують свої властивості через різні мішені антиоксидантної дії [250]. 

Антиоксиданти поділяють на такі групи:

1 група ‒ інгібітори основних шляхів утворення АФК: інгібітори ксантиноксидази (алопуринол, фолієва кислота), інгібітори NO-синтази (NG-нітро-L-аргінін);
2 група ‒ скавенджери АФК або прямі антиоксиданти які інактивують АФК: інактивація супероксиданіон-радикалу (сечовина, тіотриазолін, церулоплазмін, нікотинова кислота), гідроксил радикалу (манітол, диметилсульфоксид, триптофан, L-метіонін), пероксинітриту (мелатонін), синглетного кисню (гістидин), NO (глутатіон, тіотриазолін, унітіол, метіонін);
3 група ‒ скавенджери вільних радикалів жирних кислот і гідроперекисів ліпідів (прямі антиоксиданти-інактиватори): похідні 6-оксіхроманів (токофероли), похідні оксипіридинів (мексидол, емоксипін, етоксідол), похідні фенолів (фенозан), флавоноїди, аліфатичні і ароматичні сірковмісні сполуки (глутатіон, тіотриазолін ацетилцистеїн, метіонін), похідні оксикислот (бурштинова, галова, хлорогенова, бензойна, аскорбінова), убіхінон, селеніти (селеніт натрію, ебселен), ретинол і каротиноїди;
4 група ‒ рекомбінантні препарати антиоксидантних ферментів (супероксиддисмутаза, каталаза, глутатіонпероксидаза);

5 група ‒ рекомбінантні препарати факторів, що регулюють експресію ендогенних антиоксидантів (препарати HSP70, HIF -1α, глутаредоксін) [237].
Незважаючи на розуміння механізмів етіопатогенезу церебральної ішемії, ефективних лікарських засобів, здатних впливати на результат і перебіг цих станів, існує дуже обмежена кількість. Проблемою пошуку нейропротекторних засобів є те, що результатом ГПМК є багаторівневі і гетерогенні патофізіологічні реакції ішемічного каскаду. Для досягнення найкращого ефекту при проведенні нейропротекторної терапії, після перенесеного ішемічного інсульту, доцільно призначати препарати, які мають плейотропну, але односпрямовану дію. Тому клінічні випробування цієї групи препаратів, які пройшли етап експериментальних досліджень, завершуються виявленням неефективності або тяжких побічних ефектів у цих сполук [113]. У зв'язку з цим, перспективним напрямком є можливість впливати на патологічні процеси з використанням ендогенних речовин, які володіють високою ефективністю і мінімальною кількістю побічних ефектів. Таким чином, дослідження препаратів-модуляторів системи глутатіону в якості ефективних і безпечних нейропротекторів з антиоксидантним механізмом дії, є актуальним і перспективним, що і є метою нашого дослідження.
1.3. Перспективи застосування в комплексній нейропротективній терапії мозкових інсультів модуляторів системи глутатіону
Нейропротективні ефекти білків теплового шоку. Останнім часом з'явився ряд робіт, присвячених ролі білків теплового шоку (HSP) при церебральній ішемії [179,212,213,221,269]. HSP синтезуються в клітинах всіх живих організмів у відповідь на дію різних стресових факторів, включаючи церебральну ішемію. Однак гени цих білків активуються не тільки в умовах стресу, але і в процесі життєдіяльності клітини, проліферації, диференціюванні, апоптозі [154,224,272]. Білки цього класу беруть участь у всіх процесах життєдіяльності тканин, органів і всього організму. Найбільш вивченим є білок даного сімейства з молекулярною масою 70 кДа або HSP70. Білок HSP70 є індуцібельним представником сімейства білків теплового шоку [17,225]. HSP70 ‒ перший білок, названий шапероном. Функція шаперонів в клітині полягає в тому, що вони зв'язуються з пошкодженими або знову синтезованими поліпептидами і допомагають їм прийняти нативну конформацію; шаперони також беруть участь в доставці білків в певні органели [136,199,223]. Шаперони здатні знаходити в поліпептидах-мішенях гідрофобні ділянки, які відкриті у пошкоджених білках або можуть відкриватися у нормальних, зрілих клітинних білків в момент зміни їх конформації. Подібні конформаційні зміни відбуваються, наприклад, внаслідок каскадних модифікацій білків в процесі передачі клітинного сигналу [254]. Білки сімейства HSP70 є одними з основних елементів систем контролю за якістю білків. Шаперонну активність зазвичай пов'язують із захисною функцією HSP70. Шаперон рятує клітини від величезної кількості чинників, в тому числі, що викликають апоптоз АТФ - опосередкованим чином і видаляє ті білки, які не піддаються виправленню через протеосомний апарат. Це було підтверджено численними дослідами in vitro і in vivo з використанням широкого спектру експериментальних моделей. Також отримано багато доказів протективного ефекту HSP70 [242]. Результати експериментів дали можливість окреслити кілька напрямків практичного використання захисних властивостей HSP70. По-перше, стійкість організму до стресових умов можна підвищити шляхом збільшення вмісту внутрішньоклітинного HSP70 [41,218]. І, по-друге, ряд зарубіжних робіт демонструє інтерес у використанні захисних властивостей позаклітинного HSP70 . Опинившись поза клітиною, HSP70, ймовірно, взаємодіє з сусідніми клітинами і захищає їх від загибелі. Таким чином, екзогенний HSP70 продемонстрував аналогічні внутрішньоклітинному шаперону захисні властивості [41,139]. В ЦНС HSP70 може взаємодіяти з гліальними клітинами і нейронами. Останнім часом з'явилися дані про регулюючу дію білків теплового шоку на явища мітохондріальної дисфункції, що розвивається при ішемії головного мозку внаслідок патобіохімічного каскаду подій.

Крім того, однією з основних функцій HSP70 є індукція і збільшення тривалості життя HIF-1α. Таким чином, доречним буде припущення про те, що HSP70 бере участь в регуляції сигнальних шляхів відповіді клітини на гіпоксію на рівні регуляції HIF-1α[17]. Нейропротективний ефект в умовах ішемії HSP70 реалізує через антиапоптичну і мітопротективну активності. Загальновідомо, що в залежності від концентрації АФК, окислювальний стрес в кінцевому підсумку веде до некрозу або апоптозу [17,212]. Високий рівень АФК викликає значне пошкодження білків, ліпідів і нуклеїнових кислот, що веде до некрозу. Помірний оксидативний стрес призводить до програмованої смерті клітини ‒ апоптозу. HSP70 і HIF-1α за рахунок тривалої дії на синтез антиоксидантних ферментів, шаперонної активності, стабілізації активних филаментів, перешкоджають розвитку некрозу [17].

Ряд зарубіжних авторів вказують, що збільшення рівня HSP70 призводить до нормалізації глутатіонової ланки тіол-дисульфідної системи і підвищення стійкості клітин до ішемії [88,104]. Введення екзогенного HSP70 призводить до збільшення функціональної активності глутатіонової системи в нейронах кори ішемізованого головного мозку щурів [11,41]. Тобто, було показано, що HSP70, білки з яскраво вираженими нейропротективними властивостями, в умовах ішемії мобілізують антиоксидантні ресурси в нейронах, зокрема, збільшують рівень як цитозольного, так і мітохондріального глутатіону, який перешкоджає розвитку оксидативного стресу [11,17,41]. Крім того, відомо, що модулюючи рівень ендогенного відновленого глутатіону, можлива регуляція експресії білків теплового шоку в клітині [17,231]. Дефіцит HSP70 в нейроні при дефіциті відновленого глутатіону, на нашу думку, пов'язаний з гіперпродукцією АФК і цитотоксичних форм оксиду азоту, що призводять не тільки до модифікації (оборотної і необоротної) макромолекул, в тому числі і самого HSP70, але і зниження експресійної активності генів, що кодують синтез останнього. За рахунок стабілізації окислювально пошкоджених макромолекул HSP70 здатен перешкоджати відкриттю мітохондріальної пори, блокуючи тим самим вихід із мітохондрій цитохрому C, чим і проявляє пряму антиапоптичну дію [11,17,41,95,139]. В експериментальних моделях in vitro індукувався неврегульований оксидативний стрес введенням BSO, інгібітору системи глутатіону. Була досліджена експресія HSP70 в умовах виснаження глутатіону методом ПЛР в реальному часі. За даними ПЛР експресія HSP70 значно знизилася з першого дня введення BSO. Таким чином HSP70 грає важливу роль в запобіганні оксидаттивного стресу в головному мозку, проте раптове виснаження ендогенного глутатіону здатне знизити експресію HSP70 в ішемізованих неронах [11,14,17,41]. Таким чином, можна зробити висновок, що HSP70 є неминучим супутником патобіохімічних реакцій, які розвиваються внаслідок ішемічного ушкодження головного мозку. Сучасний рівень знань патофізіологічних і патобіохімічних процесів, що відбуваються при гіпоксії (ішемії) дозволяє розглянути проведення патогенетичної корекції метаболічних та морфофункціональних змін за допомогою лікарських засобів мішенню дії для яких буде HSP70[51].
Зв'язок HIF-s c системою глутатіону. Питання підвищення стійкості організму до станів гіпоксії та ішемії сьогодні широко вивчаються в світі [72]. Це пов'язано з тим, що дані процеси безпосередньо ініціюють розвиток і супроводжують течію багатьох захворювань, а також розвиваються в результаті впливу на організм різних екстремальних факторів. Завдяки успіхам сучасної біології та експериментальної фармакології розкриті фундаментальні механізми формування стану гіпоксії різного генезу і індукованих нею порушень метаболічних і функціональних процесів на рівні клітини і субклітинних структур. Виявлено цілий ряд механізмів і речовин та генів, які беруть безпосередню участь у розвитку термінової та довготривалої адаптації клітини і всього організму до гіпоксії [167]. Ці знання можуть служити основою для регуляції адаптації організму до гіпоксії, що відкриває перспективні можливості пошуку і розробки нових ефективних ліків [1]. Зважаючи на важливість проблеми гіпоксічних станів велику увагу приділяють специфічним регуляторним білкам - гіпоксією індукованим факторам (HIF-s), активність яких збільшується при погіршенні напруги кисню в крові. Ці фактори грають головну роль в системній відповіді організму на гіпоксію, синтезуються в багатьох тканинах організму, в тому числі ‒ в нервовій тканині, де їх експресія максимальна в нейронах [239]. Пошук і випробування лікарських речовин, які виступають в ролі індукторів або інгібіторів синтезу HIF-s, є актуальним напрямком експериментальної фармакології, оскільки дозволяє регулювати не тільки процеси адаптації до гіпоксії, але і більш ефективно лікувати серцево-судинні, онкологічні та інші захворювання в генезі яких провідну роль відіграє киснева недостатність.
Комплекс HIF є гетеродімером, що складається з однієї альфа субодиниці (HIF-α) і однієї бета субодиниці (HIF-β). HIF-α існує у вигляді безлічі ізоформ (HIF-1α, HIF-2α і HIF-3α) з різними біологічними властивостями. Бета-субодиниця названа aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT / HIF-1b) [166,194]. Як α-, так і β-субодиниці належать до базисного сімейства транкріпційних факторів, що мають в своєму складі мотив типу "спіраль-петля-спіраль" (helix-loop-helix) і зони гомології βHLH / Per-ARNT-Sim (PAS домен)[194]. 
HIF-1α є кисень чутливою субодиницею, вона має специфічну функцію в стимуляції гіпоксією генної регуляції і є мішенню для киснево чутливих сигнальних шляхів. Субодиниця HIF-1β є киснево нечутливим конституїтивним ядерним протеїном, який має різних партнерів димеризації в інших системах генної регуляції [288]. Обидві HIF-1alpha і HIF-2alpha субодиниці піддаються швидкій гіпоксічній білковій стабілізації і з'єднуються з ідентичною мішенню в послідовності ДНК [150]. HIF-2α разом з HIF-1β та іншим спорідненим протеїном HIF-3a можуть виступати в якості інгібіторів HIF-1α[257]. Субодиниці HIF-1α і HIF-2α мають дуже близькі біохімічні властивості, але кожна субодиниця контролює певні біологічні функції. Наприклад, в процесі ембріогенезу HIF-1α має відношення до контролю васкуляризації, а HIF-2α ‒ до продукції катехоламінів [73]. Здатність кисню впливати на активацію HIF здійснюється на декількох стадіях, що включають регульований синтез, процесинг і стабілізацію HIF, ядерну локалізацію, дімерізацію і взаємодію з транскрипційними ко-активаторами.

На сьогодні аналіз регуляторних механізмів, що забезпечують активацію HIF гіпоксічними і не гіпоксічними стимулами, дозволяє говорити про залучення різних способів активації HIF. У нормоксічних умовах субодиниці HIF-1α постійно присутні в клітині, але характеризуються виключно коротким періодом напіврозпаду. Їх концентрація підтримується на низькому рівні завдяки декільком процесам, і, в першу чергу двом незалежним шляхам гідроксилювання: пролін і аспарагін гідроксилювання. Присутність кисню запускає гідроксилювання пролінових залишків HIF кисневого домену деградації ODD (oxygen-dependent degradation domain). Це гідроксилювання каталізується сімейством внутрішньоклітинних пролін гідролаз (PHD), що служить сигналом для впізнавання α-субодиниці білком фон Хіппеля-Ліндау (von Hippel-Lindau protein-pVHL) ‒ компонента убіквітин протеїнлігази Е3. Приєднання убіквітину робить HIF-1α мішенню протеосомної деградації [246]. Присутність кисню також викликає гідроксилювання аспарагінового залишку С-термінального домену трансактиваціі (C-TAD). У результаті, ‒ в присутності кисню ці активні ферменти інактивують HIF, тим самим блокуючи опосередковану HIF генну транскрипцію. Нестача кисню інактивує PHD і FIH ферменти, що веде до активації HIF, який в свою чергу запускає експресію гіпоксія-залежних генів, таких як еритропоетин (EPO) і судинний ендотеліальний фактор росту (VEGF). Крім гіпоксичної стимуляції, HIF також активується фактором зростання і онкогенами, які стимулюють клітинне виживання і проліферацію, тим самим впливаючи на потенційний зв'язок між зростанням тканин і їх забезпеченням киснем. Каскади фосфорилювання, такі як метаболічні шляхи мітоген-активованої протеїн кінази MAPK (mitogen-activated protein kinase) і фосфоінозитидів 3-кінази PI3K (phosphoinositide 3-kinase), активуються фактором зростання і підсилюють відповідь HIF на гіпоксію за допомогою як посттрансляційного, так і трансляційного контролю [140]. Дослідження останніх років в області судинної патології серця і головного мозку підтверджують, що патогенетично виправдано посилення активності HIF-1α [95]. Підвищення експресії VEGF за допомогою HIF-1 або HIF-2 може викликати утворення нових кровоносних судин цільової області мозку або серця, тим самим забезпечуючи приплив крові, постачання кисню і зменшуючи згубну відповідь на ішемію тканин мозку або міокарду [267]. Досліди на трансгенних мишах, надлишково експресуючих HIF-1 в епідермісі, продемонстрували підвищення експресії VEGF та індукцію гіперваскулярізації без індукції набряку, запалення і пропотівання рідини з судин [198,270]. Стабілізація HIF-1 шляхом зниження його деградації, послужило поштовхом до прискореного утворення судинних структур in vitro і збільшення судинної мережі міокарда у мишей [299].
Важливо відзначити, що активність HIF-1 і її здатність зв'язувати транскрипційні ко-активатори і HRE (hypoxia-responsible element) генів-мішеней, є редокс-чутливою реакцією і регулюється співвідношенням ВГ / ОГ [257]. Високий рівень ОГ перешкоджає стабілізації HIF-1α в умовах гіпоксії, його транслокації в ядро, ДНК-зв'язуванню і взаємодії з ко-активаторами транскрипції [257]. Культура нейронів, які зазнали інгібування синтезу глутатіону за допомогою бутіонін сульфоксіміну (BSO) призводить до придушення експресії HIF-1α в умовах ішемії. Дані кількісного аналізу свідчать про те, що зниження рівня відновленого глутатіону на 30-40% під дією BSO повністю гальмують експресію HIF-1α [297]. І навпаки, високі рівні ВГ в культурі нейронів продемонстрували підвищення експресії HIF-1α. Ймовірно високі рівні відновленого глутатіону знижують активність 20S і 26S протеосом протеолітичного шляху деградації білка, тим самим стабілізуючи протеїн HIF-1α. Таким чином, ці дані підтверджують, що виснаження рівня ВГ в умовах гіпоксії грають визначальну роль в зниженні рівня протеїну HIF-1α, і навпаки високий рівень ВГ стабілізує протеїн HIF-1α в ішемічних умовах [287]. Заслуговує на увагу значення аддуктів глутатіону (продукти реакції S-глутатіонілювання) в клітинному сигналінгу і сприянні ROS-індукованої реваскуляризації при ішемії за допомогою підвищення експресії HIF-1α [294]. Сучасна наукова зарубіжна література дає звіт про спроби фармакологічної активації HIF-1α [253,283]. Активатори HIF-1α можна поділити на 2 групи: активатори транскрипції і трансляції HIF-1α (гено-терапія з використанням вірусних векторів); інгібітори деградації і інактивації HIF-1α (дефероксамін, дихлорід кобальту, диметилоксалілгліцин (DMOG) та ін.), проте всі ці дослідження станом на сьогодні носять експериментальний характер. Нові знання в механізмах стимуляції або пригнічення HIF-1α в умовах гіпоксії (ішемії) дозволять розширити можливості використання фактора в якості специфічної мішені для фармакологічної корекції при онкологічних, серцево-судинних, нейродегенеративних захворюваннях [284].

Будучи значущою в редокс балансі клітини, ТДС система потребує модуляції в умовах оксидативного стресу. В поле зору нашого дослідження потрапили речовини, які впливають на різні ланки глутатіонової системи. А саме: 
Глутаредоксін(GRx-1). Глутаредоксін є одним з найбільш значущих ферментів в процесах відновлення дисульфидів і деглутатіонілювання. В умовах окислювального стресу Grx бере участь в процесі S- глутатіонілювання, тоді як при зниженні дії окислювального стресу ‒ каталізує реакцію деглутатіонілювання [67,227]. Глутаредоксін здійснює GSH- залежне відновлення у білках окиснених залишків цистеїну (Cys - SOH, Cys - SO2H), усередені- і міжмолекулярних дисульфідних зв'язків (-S-S-) до редокс-активного тіолового стану [259]. Білки, що містять тіоли, поширені в клітинах. До них належать ферменти енергетичного обміну (фосфофруктокиназа, глицеральдегид-3-фосфатдегідрогеназа, α-кетоглутарат- дегідрогеназа, I комплекс дихальних ферментів), ферменти сигнальних каскадів (протеїнкиназа А, протеїнкиназа Cα, протеїнтирозинфосфатаза 1b, протеїнфосфатаза 2А), чинники транскрипції (NFkB, HIF1, AP1) і багато інших. Окислювальне зрушення редокс-потенціала клітин призводить до утворення дисульфідних зв'язків як усередині білкових молекул, так і між білками, а також білком і глутатіоном. Утворення змішаних глутатіон-білкових дисульфідів (S- глутатіонілювання) розглядають як регуляторний редокс-механізм, що модулює активність тіолових білків і зв'язані метаболічні шляхи, сигнальну трансдукцію і генну експресію [130]. Проте, тривале накопичення окиснених і глутатіонільованих білків пов'язано з активацією в клітині апоптотичних шляхів. У системі Grx електрони переносяться з НАДФ Н-до глутатіонредуктази, потім на ОГ з утворенням ВГ, який, в свою чергу, відновлює окиснений глутаредоксін. Субстратами для Grx є дисульфіди і змішані дисульфіди [152]. Відновлення дисульфідів, що каталізує Grx, може йти двома шляхами ‒ монотіольним і дітіольним за участю, відповідно, одного або двох залишків Cys в активному центрі. Відновлення змішаних дисульфідів білків або глутатіонільованих білків, яке відбувається по монотіольному механізму, отримало назву «деглутатіонілювання» [67,177]. Монотіольний механізм, що призводить до деглутатіонілювання є, мабуть, найбільш загальною функцією глутаредоксіна. Глутаредоксін є донором електронів для рібонуклеотидредуктази, грає роль у клітинному диференціюванні/ проліферації, володіє антиапоптичними функціями, разом із здатністю відновлювати дигідроаскорбат до аскорбата. Всі ці реакції протікають по монотіольному механізму. Глутаредоксін грає важливу роль в захисті клітин від апоптозу за допомогою різних механізмів. Наприклад, було описано значення глутаредоксіна в регулюванні редокс статусу серин / треолін кінази Akt по GSH- залежному механізму за допомогою дефосфорилювання і інактивації Akt. Описана інгібуюча здатність глутаредоксіна на ASK1 кіназну активність. Глутаредоксин чинить активуючу дію на транскрипційні фактори [294]. 

Таким чином, глутаредоксін вносить істотний внесок в антиоксидантний захист клітин від деструктивного впливу окисного стресу, що викликає утворення внутрішньо- та міжмолекулярних дисульфідних зв'язків в білках, окиснення функціональних SH-груп з утворенням сульфонової кислоти і наступної протеосомальної деградації білка [227].
З огляду на значущість глутаредоксіна в умовах оксидативного стресу та виснаження її запасів в цих умовах, ми вивчили вплив екзогенного глутаредоксіну на перебіг і результат церебральної ішемії в найгостріший період.
Глутаміл-цистеїніл-гліцин-динатрію (Глутоксим). Згідно з сучасними уявленнями система глутатіону, а саме співвідношення GSH / GSSG, найбільш важлива з усіх відомих редокс- систем клітини для регуляції багатьох клітинних процесів. Відомо, що зміна співвідношення GSH / GSSG редокс-балансу клітинного середовища, ‒ необхідний регуляторний механізм для активації ряду транскрипційних факторів (AP-1, NF-kB). Аналіз літератури показує, що переважна кількість робіт присвячена вивченню впливу відновленого глутатіону на різні аспекти життєдіяльності клітини, механізм дії глутатіону окисненого в умовах патології досі мало вивчений [26]. Гіпоксія тканин, що спостерігається при цілому ряді патологічних процесів, неминуче призводить до їх пошкодження. Одна з головних причин пошкодження і загибелі клітин в умовах гіпоксії ‒ порушення роботи систем підтримки іонного балансу. Інгібування активності Na,K-АТФази, основного іон-транспортуючого білка плазматичної мембрани  клітин, що відбувається при зниженні концентрації кисню, вважається одним із самих ранніх і критичних для життєздатності клітин подій. У ряді робіт автори відзначають, що при концентраціях окисненого глутатіону, які існують in vivo при окислювальному стресі і гіпоксії, відбувається глутатіонілювання SH- груп α-субодиниці Na, K-АТРази, що запобігає окисленню цих SH-груп [98]. При цьому важливі для ферментативної активності SH-групи Na, K-АТРази захищені від глутатіонілювання за рахунок зв'язування з активним центром аденілових нуклеотидів, у першу чергу, АТФ. Глутатіонілювання усувається під дією відповідних ферментних систем (наприклад, глутаредоксіна в присутності NADP·H). Таким чином, глутатіонілювання в стані гіпоксії захищає істотні для активності SH-групи каталітичної субодиниці Na, K -ATPази від незворотного окислення, одночасно знижуючи активність ферменту, яке споживає в нормі значна кількість АТР. Дані результати є цікавими і актуальними при розробці нових підходів до лікування ішемії, гіпоксії, а також усунення наслідків окисного стресу [98]. 
Глутаміл-цистеїніл-гліцин-динатрію (глутоксим) належить до класу засобів тіопоетінів, який модулює внутрішньоклітинний тіоловий обмін, використовується на сьогоднішній день як імуностимулюючий засіб. Будучи аналогом ендогенного окисненого глутатіону, має досить високу біодоступність, володіє імунокорегуючий, гемостимулюючий активностями, збільшує резистентність клітин і організму в цілому при локальних і генералізованих хронічних інфекціях, збільшує ефективність терапії при внутрішньоклітинних інфекціях, усуває прояви неспецифічного синдрому хронічних захворювань [6,101,216,245]. Крім того, даний препарат відтворює ефекти ІЛ-2, за допомогою експресії його рецепторів, що може призводити до зниження цитотоксичного набряку в гострий період ішемії [117]. 
Глутаміл-цистеїніл-гліцин-динатрію (глутоксим), як і GSSG, виступає в якості субстрату для ГР і γ-глутамілтранспептидази (γ-GT), вступає в реакції глутатіонілювання [289]. Захист клітинних структур від токсичної дії вільних радикалів обумовлений рецептор-опосередкованим посиленням експресії ферментів другої фази детоксикації ксенобіотиків, включаючи глутатіонредуктази, глутатіонпероксидази, глутатіон-S-трансферази, глюкозо-6-фосфатдегідрогенази, гемоксигенази-1, підвищенням внутрішньо клітинного рівня відновленого глутатіону, за рахунок постачання пластичного матеріалу в клітину структурних амінокислот [290.291]. Описані позитивні впливи препарату на маркери ПОЛ, глутоксим знижує рівень диєнових коньюгатів і малонового альдегіду на тлі підвищення антиоксидантних ферментів СОД і каталази [8,13]. На сьогодні препарат з успіхом використовується у фтизіатрії, онкології, гастроентерології, гінекології, наркології, токсикології і хірургії [6,9,33,101,109]. З огляду на вищесказане, вивчення механізмів впливу синтетичного аналога окисненого глутатіону в якості нейропротективного засобу є надзвичайно актуальним.
Селеніт натрію (селеназа). Селен, який входить до складу лікарського засобу бере участь в енергетичних, метаболічних реакціях організму, стимулює перетворення метіоніну в цистеїн і підвищує синтез глутатіону, що сприяє загальному зростанню антиоксидантного потенціалу клітини [197,295]. Навіть в умовах дефіциту глутатіону селен надає ефективний антиоксидантний захист [52,285]. Регуляторні функції селену відображають білки і ферменти до складу яких входить мікроелемент. Селен входить до складу ГПО і тіоредоксінредуктази, селенопротеіна Р [159,255]. Недостатність селена призводить до порушення клітинної цілісності, зміни метаболізму тиреоїдних гормонів, активності біотрансформуючих ферментів печінки [148,262,305]. In vivo селенопротеїни зв'язуються з ендотелієм судин і захищають від шкідливої дії пероксінітрита. Селен підвищує активність не тільки ферментів, які містять селен, але і супероксиддисмутази. Селен виявляє антиапоптотичний ефект через блокування активації каспази 3 і фрагментаціі ДНК [78,252]. Співвідношення відновленого і окисненого глутатіону розглядається як основна редокс-система, що підтримує редокс - гомеостаз мітохондріального матриксу і здійснює захист білків і ДНК мітохондрій від дії активних форм кисню. Поряд з глутатіоном захист макромолекул клітини від дії активних форм кисню, як було зазначено вище, забезпечують селен-залежні глутатіонпероксидаза і тіоредоксинредуктаза [129,261]. Важливою властивістю тіоредоксинредуктази є регуляція редокс-чутливих факторів транскріпції. Це пов'язане з його здатністю відновлювати -SH групи транскрипційних факторів, які є критичними для зв'язування з ДНК [78,252]. Оскільки усі транскрипційні фактори мають  залишки цистеїна в ДНК-зв'язуючих доменах, які дуже сприйнятливі до окислення, тіоредоксин здатний підтримувати їх у відновленому, функціональному стані. Зокрема, це встановлено для таких транскрипційних факторів як р53 і ядерного фактора каппа бі (NF-kB), кожен з яких грає значну роль в механізмах проліфераціїї і апоптозу [241]. Тіоредоксин утворює неактивний комплекс з N-кінцевим фрагментом кінази ASK-1, що регулює процес апоптозу в клітині [298]. Ряд літературних джерел визначає ефективність селеніту натрію (селенази) в терапії інфаркту міокарда. Сполуки селену мають імуномодулюючу, радіопротекторну дію за рахунок функції глутатіонпероксидази, яка забезпечуює відновлення гідроперекисів та інших продуктів вільнорадикальних реакцій і регулює вихід ліпоксігеназних і циклооксигеназних метаболітів арахідонової кислоти [165,215,222,248]. Однак вплив селену на механізми ендогенної нейропротекції залишається мало вивченим.Таким чином все це служить підставою для вивчення впливу селеніту натрію (селенази) на механізми ендогенної нейропротекції, показники біоенергетики, оксидативного і нітрозуючого стресу, неврологічного статусу і виживання тварин в найгострійший період ішемічного інсульту.
Аналіз літературних джерел свідчить про те, що на даний момент часу в арсеналі лікарів є специфічні препарати для лікування уражень ЦНС при ГПМК. Разом з тим висока смертність та інвалідізація хворих вказують, що ці засоби фармакотерапії не є повною мірою ефективними. Це обумовлено тим, що в основі розвитку ішемічного інсульту лежать багаторівневі і гетерогенні патофізіологічні реакції ішемічного каскаду, найбільший ефект при проведенні медичної реабілітації буде досягнутий при призначенні цитопротекторів, які володіють різноманітними, але односпрямованими векторами впливу. 
Узагальнюючи слід підкреслити, що проблема ефективної фармакологічної регуляції «ішемічного каскаду» є однією з найбільш складних і в той же час актуальних проблем ангіоневрології. Домогтися повноцінного результату при застосуванні нейропротективної терапії з перших днів ГПМК вдається далеко не завжди, про що свідчить високий відсоток інвалідізаціі і дезадаптації пацієнтів після ішемічного інсульту. 

Таким чином, нейропротекторна терапія є стратегічно важливим і патогенетично обгрунтованим терапевтичним напрямком для хворих після ішемічного інсульту, використовувати яку необхідно протягом гострого і усього відновлювального  періоду після ГПМК. Виходячи з цього, пошук та розробка нових засобів фармакокорекції церебральної ішемії серед засобів модуляторів системи глутатіону: селеніта натрію (селеназа), глутаміл-цистеїніл-гліцин-динатрію (глутоксим) та глутаредоксіна (GRx-1), є актуальним.
Розділ 2. Матеріали і методи дослідження
2.1. Об'єкт і предмет дослідження
Об’єкт дослідження: глутатіон-залежні механізми ендогенної нейропротекції/нейродеструкції головного мозку при госторому порушенні мозкового кровообігу.
Предмет дослідження: корекція порушень глутатіон-залежних механізмів ендогенної нейропротекції при гострій ішемії головного мозку за допомогою селенази, глутоксима і глутаредоксіна.
2.1.1. Характеристика тварин, що включені в експериментальне дослідження. Моделі експерименту

Експериментальні дослідження виконані на 242 статевозрілих самцях монгольських піщанок (Meriones unguiculatus) масою 60-80г [160], 70 білих статевозрілих нелінійних щурах-самцях масою 180-220г, 40 чотирьохтижневих білих щурятах. Тварини отримані із розплідника ДУ «Інститут фармакології і токсикології НАМН України». Утримання експериментальних тварин здійснювалося відповідно до санітарно-гігієнічних норм віварію ЗДМУ (температура повітря: 22 ± 2°C, за умов природнього чергування дня і ночі, їжа та пиття ad libitum)(протокол № 8 від 23.11. 2017 р.).[57,59,128,174].
Експериментальні групи тварин формувалися після закінчення 2-х тижневого карантинного періоду. Формування експериментальних груп проводилося з урахуванням віку і маси гризунів. Всі експерименти проведені на базі Навчального медико-лабораторного центру ЗДМУ, атестованому МОЗ України (атестат № 039/14). 
Метод моделювання церебральної ішемії. Моделювання церебральної ішемії у монгольських піщанок проводили шляхом необоротної односторонньої оклюзії загальної сонної артерії, у щурів шляхом двосторонньої необоротної оклюзії [61,190,292,301]. Перед операцією тварини піддавалися 24-годинний харчової депривації при збереженні вільного доступу до води. Наркоз викликали при внутрішньоочеревинному введенні наркозного препарату тіопенталу натрію (Корпорації Артеріум, Україна), який розчиняли у фізіологічному розчині і вводили з розрахунку 40 мг/кг ваги тварини. У стерильних умовах наркотизовану тварину фіксували на спині на операційному столі. Підшкірно вводили розчин атропіну (0,05 мг / кг) для попередження брадикардії і гіперсалівації. Область шиї виголювали, обробляли 5% спиртовим розчином йоду. Потім проводили розріз шкіри по серединній лінії шиї, розсікали підшкірну фасцію, щитоподібну залозу відсували за допомогою хірургічного пластинчастого гачка. Потім виділяли сонний трикутник. У сонному трикутнику виділяли сонний судинно-нервовий пучок, утворений загальною сонною артерією і блукаючим нервом. Обережно відокремлювали блукаючий нерв, і за допомогою голки Дешана підводили лігатуру з шовку під загальну сонну артерію, нижче її біфуркації накладали лігатуру і затягували її наглухо. Рану пошарово ушивали [61,190,292,301]. Після оперативного втручання тваринам внутрішньоочеревинно вводили 1 мл фізіологічного розчину для попередження зневоднення. Потім тварину поміщали на теплу підстилку до виходу з наркозу, пізніше переміщали в індивідуальну клітку до закінчення експерименту. Ложнооперованим тваринам проводили всі вищеописані маніпуляції, крім перев'язки загальної сонної артерії. Середній час операції становив 15 хвилин. Перші 3 години післяопераційного періоду за піщанками вели безперервне візуальне спостереження з метою фіксації випадків ранньої загибелі. Далі проводилася реєстрація виживання тварин на 3, 6, 12, 24, 48, 72 і 96 годину після операції. Після виходу з наркозу тварин ділили на групи (табл.2.1). 

Середньоефективну дозу (ЕД50) селенази, глутоксима і глутаредоксіна визначали на моделі гострої церебральної ішемії, викликаної односторонньою незворотної оклюзією ЗСА [127], за здатністю препаратів впливати на рівень глутатіона відновленого (ВГ), глутатіонредуктази (ГР), глутатіонпероксидази (ГПО) та нітротирозину в цитозольній фракції головного мозку експериментальних тварин.
Таблиця 2.1 
Структура дослідження
	№
	Етап
дослідження
	Групи тварин
	Методи для оцінки


	Показники , що досліджувалися

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Визначення середньоефективної дози
	I-Ложнооперовані тварини (пасивний контроль) –13 тварин

II-тварини з гострим порушенням мозкового кровообігу(ГПМК)(активний контроль)-15 тварин

III-тварини з ГПМК + глутоксим-10мг/кг-10 тварин

IV- тварини з ГПМК + глутоксим-30мг/кг-10 тварин
V- тварини з ГПМК + глутоксим-50мг/кг-10 тварин
VI- тварини з ГПМК + глутоксим-70мг/кг-10 тварин

VII -тварини з ГПМК + глутоксим-100мг/кг-10 тварин
VIII- тварини з ГПМК + селеназа 10 мкг/кг-10 тварин
IX- тварини з ГПМК + селеназа 25 мкг/кг-10 тварин

X- тварини з ГПМК + селеназа 50 мкг/кг-10 тварин

XI- тварини з ГПМК + селеназа 100 мкг/кг-10 тварин

XII- тварини з ГПМК + селеназа 200 мкг/кг-10 тварин

XIII- тварини з ГПМК +
GRx-100мкл/кг- 10 тварин

XIV- тварини з ГПМК + GRx-150 мкл/кг

XV- тварини з ГПМК +

 GRx-200мкл/кг-10 тварин

XVI- тварини з ГПМК + GRx-250мкл/кг-10 тварин

XVII- тварини з ГПМК + GRx-300мкл/кг-10 тварин


	Біохімічні,

імуноферментні

методи дослідження
	ГВ, ГР, ГПО
нітротирозин


Продовження табл. 2.1
	1
	2
	3
	4
	5

	2
	Проведення порівняльних досліджень нейропротективної активності модуляторів системи глутатіону
	I-Ложно-оперовані тварини
(пасивний контроль) – 13 тварин

II-тварини з гострим порушенням мозкового кровообігу(ГПМК),
(активний контроль) –15 тварин

III- тварини з ГПМК + глутоксим-50мг/кг–15 тварин
IV- тварини з ГПМК + селеназа 50 мкг/кг–15 тварин

V- тварини з ГПМК +

 GRx-200мкл/кг–15 тварин

VI- тварини з ГПМК +

 пірацетам-500мкл/кг–14 тварин
	Фармакологічні

методи
	Визначення летальності і неврологічного дефіциту за шкалою stroke-index C.P. McGrаw

	
	
	
	Біохімічні методи
	ВГ,ОГ,ГПО,ГР, Г-S-T,-SH, СОД, каталаза, лактат, піруват, малат,

ступінь відкриття мітохондріальної пори, мембранний потенціал мітохондрій

	
	
	
	Метод тонкошарової хроматографії
	АТФ,АДФ,
АМФ

	
	
	
	Імуноферментні методи дослідження
	Нітротирозин, загальні нітріти,

IL-1β, IL-4,
TNF-α

	
	
	
	Метод імуноблотінгу
	 Рівень HSP70

	
	
	
	ЗТ-ПЛР
	мРНК HSP70,

мРНК HIF-1α,

мРНК HIF-3α


Відбір біологічного матеріалу (головний мозок) для досліджень проводили на 4-у добу (гострий період церебральної ішемії) після модельованої патології. Евтаназію тварин проводили шляхом декапітації під тіопентал-натрієвим наркозом (40 мг / кг)[ 61,190,292,301].
Розрахунок смертності тварин. В ході експерименту частина тварин загинула в ході операції від ускладнень, викликаних наркозом (зупинка дихання і серцебиття) або від кровотечі. Так само частина тварин загинула до виходу з пост-наркозного сну. Ці тварини, незалежно від групи, не були включені в розрахунок смертності тварин. Тварини, які померли після виходу з пост-наркозного сну, були включені в розрахунок смертності тварин. Смертність тварин представляли у вигляді % ставлення до цієї групи і у абсолютному значенні. Порівняння груп за якісною ознакою проводили за допомогою критерію χ² з аналізом таблиць спряженості.
2.1.2.  Лікарськи засоби, які  були використані в дослідженнях in vivo.
Внутрішньоочеревинне введення речовин: фіксованого гризуна опускали головою вниз. Шкіру в області ін'єкції обробляли спиртом етиловим. Шкіру живота захоплювали пальцями лівої руки каудальніше від пупка в складку. В основу складки правою рукою вводили голку, з'єднану зі шприцем. Голку просували паралельно складці і здійснювали введення експериментальної речовини. Досліджувані речовини вводилися тваринам один раз на добу протягом 4 діб (табл.2.2). Контрольна група тварин одержувала фізіологічний розчин у тому ж режимі.
Таблиця2.2
Лікарськи засоби які були використані в дослідах in vivo
	№
	Назва лікарського засобу
	Доза
	Літературні посилання
	Форма випуску

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Селеназа;Основна діюча речовина: натрію селеніт пентагідрат 50,0 мкг
Допоміжні речовини: натрію хлорид, хлористоводнева кислота 0.1 М, вода д/і.;

Biosyn Arzneimittel GmbH,Німеччина
	50 мкг/кг
	середньо ефективна доза, [83]
	розчин для ін'єкцій:
50 мкг / мл: 10 мл фл.

	2
	Глутоксим;Основна діюча речовина: біс (гамма-L-глутаміл) -L-цистеїн-біс-гліцин динатрієва сіль.10 мг
Допоміжні речовини: ацетат натрію, оцтова кислота, вода д / і.;

ЗАТ «ФАРМА ВАМ», Росія
	50 мг/кг
	середньо ефективна доза
	1% розчин для ін'єкцій: 1 мл амп.

	3
	Субстанція глутаредоксіну-1 людського рекомбінантного (Grx-1);

Sigma-Aldrich
	200мкл/кг
	середньо ефективна доза
	субстанцію розчиняли в 125 мл 50% розчину гліцерину

	4
	Пірацетам;Основна діюча речовина: пірацетам 200 мг
Допоміжні речовини: натрію ацетат тригідрат, кислота оцтова розведена, вода д / і.;

ТОВ «НІКО», Україна.
	500мг/кг
	[15]
	розчин для ін'єкцій: 5 мл амп.


2.1.3. Отримання гомогенату головного мозку. Виділення мітохондрій і отримання цитозольної фракції з мозку гризунів методом диференціального центрифугування по Weinbach [127 ].
Усі етапи приготування гомогенату проводили на холоді при + 2оС. Посуд, інструменти і розчини, які використовувалися для отримання гомогенату, охолоджували до цієї ж температури. Для приготування гомогенату мозку використовували гомогенізатор Silent Crusher S (Heidolph). Середовище для гомогенізації тканин мозку використовували з нейтральним значенням pН і необхідним осмотичним тиском, що оберігає частки від набухання і розриву (0,25 М розчин сахарози, який містить 0,001 М динатриєвої солі ЕДТА і 0,02М трис-HCl буфера (рН 7,4))[127]. Співідношення тканини: середовище 1: 9 (вага / об'єм),(1 г тканини на 9,0 мл середовища). Витягнутий мозок двічі відмивали від крові охолодженим середовищем виділення і подрібнювали в рідкому азоті до порошкоподібного стану і гомогенізували в 10-кратному об’ємі середовища при (+2°С). Отриманий гомогенат розливали в пластмасові центрифужні пробірки. Грубу частину гомогенату видаляли шляхом центрифугування при +4οС на центрифузі Eppendorf-5804R при 3000 об/хв протягом 20 хв. Супернатант, отриманий після першого центрифугування, зливали в чисті силіконові центрифужні пробірки. Для отримання цитозольної і мітохондріальної фракцій, гомогенат центрифугували при 14000 g при 4οС на центрифузі Sigma 3-30К. Супернатант є цитозольна фракція, а отриманий осад ‒ мітохондріальна [48,127]. Мітохондріальну фракцію ресуспендували в 0,2-0,25 мл середовища виділення. Концентрація білка в отриманій суспензії мітохондрій становить 25-35 мг/мл. Суспензію мітохондрій і цитозоль зберігали в пробірці з кришкою в морозильній камері. Отриманий матеріал використовували для проведення біохімічних, імуноферментних, дослідження методом вестернблоттингу і ПЛР аналізу.

2.1.4. Отримання нейрональної культури клітин. Виділення збагачених фракцій нейронів і нейроглії проводилося в два етапи. На першому етапі мозкова тканина дезінтегрувалася з метою отримання клітинної суспензії, на другому ‒ здійснювалося диференціальне центрифугування в градієнті щільності сахарози і фікола [127]. Для досліджень in vitro нейрони виділяли з кори головного мозку 30-денних білих щурят. Для отримання нейронів тварин декапітували і швидко витягували мозок. Кору головного мозку відокремлювали від білої речовини, подрібнювали і переносили в розчин, що містить 7,5% полівінілпіролідону (ПВП), 1% бичачий сироватковий альбумін (БСА) та 10 ммоль/л СаСl2 [127]. Отриману суспензію фільтрували під незначним тиском, створюваним водоструменевим насосом, на тефлоновій воронці з двома нейлоновими ситами ‒ 258 мкм і 82 мкм і металевим ситом з діаметром пір 58 мкм. Після послідовного пропускання через сита клітинну суспензію нашаровували на градієнт, що складається з 6 мл 1 моль/л і 5 мл 1,75 моль/л сахарози на 1% бичачому сироватковому альбуміні, і центрифугували при 60 000 g 30 хв (t +10 ° С) в рефрежераторній центрифузі SIGMA 3-30K [127]. У результаті центрифугування отримували два шари і щільний осад. Верхній шар був представлений залишками мієлінових оболонок, другий шар складався з гліальних і нейрональних клітин. Осад представлений тілами нейронів зі ступенем чистоти 90%. Другий шар осаду суспендували в середовищі (7,5% ПВП, 5% фіколла, 1% бичачого сироваткового альбуміну) і пропускали через сито 58 мкм, а потім нашаровували на градієнт (3 мл 30% фіколла, 6 мл 1,2 моль/л сахарози і 5 мл 1,65 моль/л сахарози) і центрифугували, як зазначено вище. Отриманий в результаті осад, який містить нейрони з домішкою нейроглії і капілярів, суспендували в 0,25 моль/л сахарози і фільтрували через сито 58 мкм. Потім нашаровували на градієнт (6 мл 1,0 моль/л і 5 мл 1,75 моль/л сахарози) і центрифугували як зазначено вище. Отриманий осад містить 90% нейронів. Виділені нейрональні клітини об'єднували і відмивали від сахарози і альбуміну охолодженим фізіологічним розчином (+ 4°С) [127]. Отриману таким чином клітинну суспензію розділяли на серії: інтактна; контрольна, в якої індукували розвиток глутаматної «ексайтотоксичності», депривацію глутатіонової ланки і нітрозуючього стресу [127], дослідні, в яких індукували глутаматну «ексайтотоксичність» депривацію глутатіонової ланки, нітрозуючього стресу з додаванням досліджуваних субстанції і препаратів в концентрації 10-5М [127]. Суспензії інкубували протягом 1 год при 37oС (табл.2.3).
Таблиця 2.3 
Структура дослідження
	№
	Етап 
дослідження
	Серії нейрональной суспензії (НС)
	 Методи для оцінки 


	Показники, що досліджувалися

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Проведення порівняльних досліджень нейропротективної активності модуляторів системи глутатіону
	I-інтактна НС
II- контрольна НС з додаванням глутамату 100 мкмоль/л

III-НС+глутамат+селеназа

IV-НС+глутамат+глутоксим

V-НС+глутамат+глутаредокс.
VI-НС+глутамат+мексидол
	Біохімічні, імуноферментні, метод імуноблотінгу
	ВГ,ОГ,нітротирозин, NR2-пептид, HSP70

	2
	
	VII- контрольна НС з додаванням CDNB 80 мкмоль/л

VIII-НС+ CDNB+селеназа

IX- НС+CDNB+глутоксим

X-НС+ CDNB+глутаредоксін

XI- НС+CDNB+тіотриазолін
	Біохімічні, імуноферментні, метод імуноблотінгу
	ВГ,ОГ,ГР,ГПО, 
Г-S-Т,

нітротирозин, HSP70

	3
	
	ХII- контрольна НС з додаванням DNIC 250 мкмоль/л

ХIII-НС+ DNIC+селеназа

XIV-НС+ DNIC+глутоксим

XV-НС+ DNIC+глутаредокс.
XVI-НС+ DNIC+тіотриазолін
	Біохімічні, імуноферментні, метод імуноблотінгу
	ВГ,ОГ,ГР,ГПО, 
Г-S-Т, АФГ,КФГ,СОД
нітротирозин, HSP70


2.1.5.Дослідження нейропротективній активності модуляторів ТДС in vitro. Для моделювання глутаматної ексайтотоксичності в культурі нейронів нейробазальну середу (NBM) замінювали на HEPES-сольовий буфер (HBSS) і далі клітини інкубували 60 хвилин із присутнім глутаматом (100 мкМ) при температурі 37°C. Склад HBSS в мМ: NaCl-145, KCl-5, СаСl-1.8, MgCL-1.0 (без MgCL у разі експозиції клітин з глутаматом); Gly-0.01; HEPES-20; глюкоза-5 (рН 7.4). Досліджувані речовини в концентрації 10-5М (табл.2.4) додавали за 15 хвилин до подальшого додавання глутамату [127].
Депривацію глутатіонової ланки тіол-дисульфідної системи здійснювали шляхом введення до інкубаційного середовища 1-хлор-2,4-динітробензолу (CDNB) ‒ селективного інгібітора глутатіон-S-трансферази, що утворює кон'югати з глутатіоном [38]. CDNB вносили в концентрації 80 мкмоль/л з подальшою інкубацією нейрональної суспензії 15, 30, 60 хв при температурі 37°C. Досліджувані речовини в концентрації 10-5М (табл.2.4) додавали за 15 хвилин до подальшого додавання CDNB [127].
Таблиця 2.4
Лікарськи засоби які були використані в дослідах in vitro
	№
	Назва лікарського засобу
	Доза
	Літературні посилання
	Форма випуску

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Субстанція глутаредоксіну-1 людського рекомбінантного (Grx-1);

Sigma-Aldrich
	10-5М
	[127]
	субстанцію розчиняли в 125 мл 50% розчину гліцерину

	2
	Селеназа;

Основна діюча речовина: натрію селеніт пентагідрат 50,0 мкг

Допоміжні речовини: натрію хлорид, хлористоводнева кислота 0.1 М, вода д / і.;

Biosyn Arzneimittel GmbH,Німеччина
	10-5М
	[127]
	розчин для ін'єкцій:
50 мкг / мл: 10 мл фл.

	3
	Глутоксим;

Основна діюча речовина: біс (гамма-L-глутаміл) -L-цистеїн-біс-гліцин динатрієва сіль.

10 мг

Допоміжні речовини: ацетат натрію, оцтова кислота, вода д / і.;

ЗАТ «ФАРМА ВАМ», Росія
	10-5М
	[127]
	1% розчин для ін'єкцій: 1 мл амп.

	4
	Мексидол

Основна діюча речовина: етилметилгідроксипіридину сукцинату 50 мг;

Допоміжні речовини: натрію метабісульфіт, вода д/ і.;

ТОВ Медичний центр «Еллара», Росія
	10-5М
	[127]
	розчин для ін'єкцій:
50 мг / мл: 2 мл амп.

	5
	Тіотриазолін

Основна діюча речовина:1 мл розчину містить морфолінієвої солі тіазотної кислоти в перерахуванні на 100 % речовину 25 мг, що еквівалентно 16,6 мг тіазотної кислоти

Допоміжні речовини: вода д/і.;

Корпорація Артеріум, Україна
	10-5М
	[127]
	розчин для ін'єкцій:
25 мг / мл: 2 мл амп.


З метою моделювання нітрозативного стресу в інкубаційне середовище в токсичної концентрації (250 мкМ) вносили дінітрозольний комплекс заліза (DNIC). DNIC, на відміну від NO, є більш сильним нітрозіліруючим агентом, взаємодіє з тіолами білків, утворюючи N- і S-нітрозотіоли. Нейрональну суспензію інкубували 15, 30, 60 хв при температурі 37°C. Досліджувані речовини в концентрації 10-5М (табл.2.4) додавали за 15 хвилин до подальшого додавання DNIC [127].

З метою встановлення можливості досліджуваних препаратів впливати на явища мітохондріальної дисфункції, нами було вивчено ступінь відкриття мітохондріальної пори і мітохондріальний трансмембранний потенціал (Δψm). Відкриття мітохондріальної пори ініціювали внесенням циклоспорину-А (0,5 мл) і визначали спектрофотометрично при λ = 540 нм і при 25°С при постійному перемішуванні протягом 25 хв. Дослідження мітохондріального трансмембранного потенціалу (Δψm) проводили шляхом внесення в середовище 9 мкМ сафроніну О. Спектрофотометрію проводили при довжині хвилі 515 нм і 525 нм. Δψm визначали по різниці світлопоглинання при 515 нм і 525 нм (ΔA515-525 нм) [2,127].
2.2.Біохімічні методи дослідження

Для біохімічних досліджень з головного мозку швидко видаляли кров, відокремлювали від мозкової оболонки і досліджувані шматочки поміщали в рідкий азот. Потім подрібнювали в рідкому азоті до порошкоподібного стану і гомогенізували в 10-кратному об’ємі середовища, як зазначено вище. Для тривалого зберігання матеріал заморожували і зберігали при 
-80°С. Для визначення швидкості відкриття мітохондріальної пори використовували суспензію 0,5-1,0 мг білка/мл.

Безбілковий екстракт отримували додаванням точного навішування гомогенату тканини мозку в хлорній кислоті (0,6) з наступною нейтралізацією 5 М калію карбонатом [127].

Для оцінки інтенсивності оксидативного стресу визначали маркери окисної модифікації білка – альдегідфенілгідразону (АФГ) і кетондінітрофенілгідразону (КФГ), а також нітротирозину [127]. Стан антиоксидантної системи оцінювали за активністю СОД, каталази [5,127]. 

Стан енергетичного обміну визначали за рівнем найбільш значущих інтермедіатів – АТФ, АДФ, АМФ, лактату, пірувату, малату [5,127]. Продукцію, метаболізм та транспорт NO оцінювали за вмістом нітротирозину та загальних нітрітів. 

Стан тіол-дисульфідної системи головного мозку оцінювали за ступенем активності ферментів, що регулюють тіол-дисульфідну рівновагу: глутатіонредуктази, глутатіонпероксидази, глутатіонтрансферази а також відновленого та окисненого глутатіону і вільних –SH груп [127].
Визначення активності СОД проводили спектофотометрично за методикою, описаною Чеварі та співавт. зі застосуванням феназінметансульфату і нітросинього тетразолію [5,127]. СОД конкурує з нітросинім тетразолієм (НСТ) за супероксидрадикали, які утворюються в результаті аеробної взаємодії НАДН і феназінметасульфату (ФМС). У результаті цієї реакції НСТ відновлюється до гідразинтетразолію. У присутності СОД відсоток відновлення НСТ змінюється. Активність СОД виражали в у.о. / мг / білка / хв.
Активність каталази визначали спектрофотометрично за методом М. А. Королюк [5,127]. Каталаза, яка знаходиться в пробі, розкладає перекис водню, залишок перекису визначали за реакцією з молібдатом амонію. Активність ферменту оцінювали за ступенем розкладання перекису водню. 

Показники окисної модифікації білка (ОМБ) визначалися спектрофотометрично за методом B. Halliwell [127] по взаємодії окислених амінокислотних залишків з 2,4-динітрофенілгідразином (2,4-ДНФГ) і утворенням альдегідфенілгідразону (АФГ) і кетондінітрофенілгідразону (КФГ), що мають спектр поглинання при 274 нм та 363 нм відповідно. Ступінь окисної модифікації білків виражали в одиницях оптичної щільності відносно до 1 г білка.

Визначення вільних SH-груп проводили спектрофотометрично за методом Halliwell [127], який заснований на взаємодії 5,5-дітіобіс (2-нітробензойної) кислоти (ДТНБК) з вільними SH-групами. Реакція відбувається з утворенням тіонітрофенільного аніону, кількість якого прямо пропорційна кількості вільних SH-груп білків, які прореагували з ДТНБК. Вміст SH-груп виражають в мкмоль / г білка.

Активність ГПО визначали спектрофотометрично за швидкістю зменшення вмісту НАДФ Н (тест Варбурга) в пробі при довжині хвилі 340 нм, що відповідає швидкості утворення окисненого глутатіону. В якості гідроперекису використовували t-бутилгідропероксид [5]. Активність ферменту виражали в мкмолях/г білка·хв.

Принцип визначеня ГР заснований на відновленні окисненого глутатіону в його відновлену форму під дією ферменту глутатіонредуктази. Хід ферментативної реакції реєстрували спектрофотометрично при довжині хвилі 340 нм (оптичний тест Варбурга), що відповідає швидкості зниження концентрації відновленої форми НАДФ Н. Активність глутатіонредуктази виражали в мкмоль / г білка хв [5,127].
Активність Г-S-Т визначали за швидкістю утворення глутатіон-S-кон'югатів між відновленим глутатіоном і 1-хлор-2,4-динітробензолу (ХДНБ). Збільшення концентрації кон'югатів в ході реакції реєстрували спектрофотометрично при довжині хвилі 340 нм. Активність ферменту розраховували, використовуючи коефіцієнт екстинкції для ГS-ХДНБ при довжині хвилі 340 нм, рівний 9,6 мМ-1 см-1, і виражали в мкмоль / г білка хв [5,127].

Концентрацію ВГ та ОГ визначали флуоріметрично. Метод заснований на взаємодії орто-фталіевого ангідриду з відновленим глутатіоном, в результаті утворюється флюоресцуючий комплекс, який реєструють при довжині хвилі Ех / Еm = 340/420 нм. Для визначення ОГ з метою маскування відновленого глутатіону додавали 0,04 мл 0,5 мМ розчину 1-метил-4-вініл-піридину. Для відновлення окисненого глутатіону в реакційну суміш додавали відновлюючу суміш. Розрахунок глутатіону проводили по калібрувальному графіку[127].

Вміст піровіноградної кислоти, в пробах тканин мозку, визначали спектрофотометрично методом Умбрайта [5]. Піровиноградна кислота взаємодіє з 2,4- дінітрофенілгідразоном з утворенням гідразону, розчин якого в лужному середовищі має коричнево-червоне забарвлення, інтенсивність його прямо пропорційна вмісту пірувату в пробі [5]. Розрахунок вмісту пірувату проводили за калібрувальним графіком. Вміст пірувату виражали в мкмоль/г тканини.
Вміст молочної кислоти визначали за методом Хохорста [127]. У присутності лактатдегідрогенази лактат переходить в піруват, причому зв'язування, яке утворюється в ході реакції пірувату з гідразин-гліциновим буфером, сприяє повному окисненню лактату. Кількість НАДН, яка утворюється в ході реакції еквімолярно кількості лактату, реєстрували спектрофотометрично при довжині хвилі 340 нм. Вміст лактату виражали в мкмолях на 1 г тканини.
Кількість малата визначали за методом Хохорста за зменшенням НАДН при 340 нм [5,127]. Метод полягає в тому, що в присутності малатдегідрогенази (МДГ) малат перетворюється в щавлевооцтову кислоту. Зв'язування щавелевооцтової кислоти гідразин-гліциновим буфером забезпечує повне окиснення малату. Утворення відновленої форми НАДН еквівалентно кількості окисненого малату, наростання якого реєстрували при 340 нм спектрофотометрично. Вміст малату виражали в мкмолях/г тканини.

Аденілові нуклеотиди визначали методом тонкошарової хроматографії. Метод заснований на поділі АТФ, АДФ і АМФ в системі діоксан-ізопропанол-вода-аміак на тонкому шарі сорбенту з подальшим кількісним визначенням прямою спектрофотометрією при 260 нм [62,127]. Нуклеотиди розташовуються в порядку знизу вгору: АТФ, АДФ, АМФ. Вміст нуклеотидів розраховують за калібрувальними графіками, складеними для кожного нуклеотиду. На підставі отриманих даних вмісту АТФ, АДФ та АМФ були розраховані додаткові показники: енергетичний заряд (ЕЗ), енергетичний потенціал (ЕП), індекс фосфорилювання (ІФ), термодинамічний контроль дихання (ТДК) [31,62].
Визначення оксиду азоту проводили на мікротітровальному планшеті з реактивом Грісса. Принцип методу заснований на ензиматичному перетворенні нітрату в нітрит за допомогою нітрат-редуктази. Результат колориметричної взаємодії нітриту з азобарвником, реактивом Грісса, вимірюють спектрофотометрично. Реакція Грісса є двоступеневою. Спочатку нітрозуючий агент, що утворюється в результаті диазотіровання NO2, вступає в реакцію з сульфаніловою кислотою з утворенням іона діазонію. Цей іон потім з'єднується з N- (1-нафтил) етилендіаміном з утворенням азо-похідного, яке поглинає світло при 540-570 нм. Визначення  вмісту оксиду азоту проводили тест-ситемою Total Nitric Oxide and Nitrate / Nitrite Assay (R&D Systems, Inc. США і Канада) згідно методики, яка входила до складу набору. До складу набору входить: мікротітровальний планшет на 96 лунок, стандартний розчин нітриту і нітрату, нітратна редуктаза, NADH, реактив Грісса I, реактив Гріса II. Спектрофотометричний вимір оксиду азоту проводили на мікропланшетному імуноферментному рідері Sirio-S (seac Radim Company, Італія) при довжині хвилі 540 нм і референс хвилі 690 нм. Розрахунок проводили за калібрувальним графіком.
Концентрацію білка оцінювали за методом Бредфорд [151].
2.3. Метод Вестерн- блот аналізу
Концентрацію в цитоплазматичній фракції головного мозку білку HSP70 визначали методом Вестерн-блот аналізу [234]. Білки розділяли в 10% поліакриламідному гелі (ПААГ). Поділ білкових фракцій проводився шляхом електрофорезу при напрузі 100 V (для ущільнення гелю), коли проби досягали межі розділу гелів - при напрузі 200 V, до того часу, поки проби не досягли закінчення гелю.

Білок з гелю переносили на нітроцелюлозну мембрану при напрузі 100 V і силі струму 0,35 А протягом 1 години. Після перенесення мембрану поміщали в блокуючий буфер, що містить 1% розчин бичачого сироваткового альбуміну (SIGMA, USA, кат. № А2153) на 20 годин. Відмиту на шейкері протягом 5 хв у розчині 0,1М фосфатного буфера мембрану поміщали в розчин первинних антитіл проти HSP70 (1:1000), (Santa Cruz Biotechnology) і інкубували 1 годину при кімнатній температурі. Відмивали на шейкері 4 рази по 5 хвилин в 0,1М фосфатному буфері. Поміщали мембрану в розчин вторинних антитіл (1:2000), (біотинільований анти-мишачий IgG, SIGMA, USA, кат. №051М4885), інкубували 1 годину. Відмивали на шейкері 4 рази по 5 хвилин в розчині 0,1М фосфатного буфера. Поміщали мембрану в розчин ExtrAvidin-пероксидази (SIGMA, USA, кат. №051М4885) в 1% розчині бичачого сироваткового альбуміну (1:1000). Інкубували 1 годину і промивали. Для візуалізації мембрану обробляли розчином AEK: 1 таблетка 3-аміно-9-етилкарбазола (Sigma, USA, кат. № а6926), розчинена в 2,5 мл ДМФА, що містить 47,5 мл 0,05М ацетатного буфера, рН 5,0, 25мкл 30% Н2О2. Інкубували мембрану в субстратній суміші 5-10 хв. Червоний нерозчинний преципітат характеризує комплекс антиген-антитіло в блоті. Промивали мембрану в дистильованій воді кілька разів. Висушували смужки між листами фільтрувального паперу під потоком холодного повітря. Детекцію білку HSP70 здійснювали за допомогою денситометрії в програмі Adobe Photoshop [124].
2.4. Iмуноферментні методи дослідження
Метод ELISA − твердофазний імуноферментний аналіз, що базується за принципом "сендвічу" і заснований на специфічному зв'язуванні антитіла з антигеном, при цьому один з компонентів кон'югований з ферментом. Зразки і стандарти інкубуються в лунках мікропланшету, вкритих антитілами, до компоненту, що визначається (нітротирозин, Il-1β, IL-4,TNF-α, NR-2 пептид). Біотинільоване антитіло індикатору зв'язується їз захопленим компонентом, який визначається. Незв'язаний матеріал зразка видаляється промиванням. Кон’югат стрептавідін−пероксидази зв'язується з біотинільованим антитілом індикатору. Кон’югат стрептавідін−пероксидази реагує з субстратом тетраметілбензидіном (ТМВ). В результаті реакції з хромогенним субстратом утворюється забарвлений продукт, який визначається. Ферментна реакція зупиняється додаванням кислоти, і проводиться вимірювання абсорбції на мікропланшетному імуноферментному рідері Sirio-S (seac Radim Company, Італія) при 450нм/630нм. Концентрація компонентів визначається за калібрувальним графіком по абсорбції відповідних концентрацій відомих стандартів. 
Методику визначення: NR-2 пептиду проводили з використанням тест-системи «Gold Dot NR2 Peptide test» (CIS Biotech, Inc., Атланта, США), TNF-α проводили з використанням тест-системи «e-Bioscience™TNF-α ELISA Kit» (США), IL-4 проводили з використанням тест-системи «eBioscience™IL-4 Platinum ELISA Kit» (США), IL-1β проводили з використанням тест-системи «eBioscience™IL-1β Platinum ELISA Kit» (США), нітротирозину проводили з використанням тест-систем «Nitrotirosine ELISA Kit» («HyCult biotechnology»), згідно з інструкцією в складі набору.
2.5. Молекулярно-генетичні методи дослідження
Для аналізу експресії генів HSP70, HIF-1α, HIF-3α використовували метод полімеразної ланцюгової реакції зі зворотною транскрипцією в режимі реального часу (ЗТ-ПЛР). Об'єктом дослідження були гомогенати клітин мозку. Молекулярно-генетичне дослідження включало декілька етапів. 
Виділення тотальної РНК. Виділення тотальної РНК з тканини мозку гризунів проводили з використанням набору „Trizol RNA Prep 100” („ИЗОГЕН”, Росія). РНК виділяли відповідно до протоколу набору.
Зворотна транскрипція (виділення кДНК.) Для зворотної транскрипції (синтез кДНК) використовували „Набор реагентов для проведения обратной транскрипции (ОТ-1)” („СИНТОЛ”, Москва). 

Полімеразно-ланцюгова реакція в режимі реального часу. Для визначення рівня експресії досліджуваних генів використовували ампліфікатор CFX96™Real-Time PCR Detection Systems («Bio-Rad Laboratories, Inc.», США) і набір реактивів для проведення ПЦР-РВ в присутності SYBR Green R-402 («Синтол», Росія). Фінальна реакційна суміш для ампліфікації включала барвник SYBR Green, ДНК – полімеразу SynTaq з інгібуючими активність фермента антитілами, прямий і зворотний специфічні праймери, dNTP- дезоксинуклеозидтрифосфати, матрицю (кДНК). Специфічні пари праймерів (5'-3') для аналізу досліджуваних і референсного генів були підібрані за допомогою програмного забезпечення PrimerBlast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) та виготовлені фірмою ThermoScientific, США. Ампліфікація відбувалася за таких умов: ініціююча денатурація 95 °C ― 10 хв; далі 50 циклів: денатурація ― 95 °С, 15сек., віджиг праймерів ― 58-63 °С, 30 сек., елонгація ― 72 °С, 30 сек. Реєстрація інтенсивності флуоресценції відбувалося автоматично наприкінці стадії елонгації кожного циклу по каналу SybrGreen. В якості референс-гену для визначення відносного значення зміни рівня експресії досліджуваних генів був використаний ген actin, beta (Actb). Для вираження відносного рівня експресії генів використовували порівняльний Ct метод (ΔΔCt метод). До експерименту були включені негативні контролі: без додавання кДНК матриці в реакцію ПЛР, без додавання мРНК матриці в синтезі кДНК, без додавання ферменту в синтезі кДНК. Усі реакції ампліфікації виконували на індивідуальних зразках у трьох повторах.
2.6. Фармакологічні методи дослідження. Вивчення неврологічного статусу тварин

Неврологічний дефіцит у тварин визначали за шкалою Stroke-index С.Р. McGrаw в модифікації [127]. Важкість стану визначалася за сумою відповідних балів. Визначалася кількість тварин з легкою симптоматикою до 2,5 балів за шкалою Stroke-index (млявість рухів, слабкість кінцівок, односторонній напівптоз, тремор, манежні рухи), середньою (2,5-5,5), і важкими проявами неврологічних порушень (5,5-10) – парези кінцівок, параліч нижніх кінцівок, бокове положення (табл. 2.5). За наявності у тварини кількох ознак неврологічного дефіциту ‒ бали підсумовувалися і визначалося середнє значення бала по групі.
Таблиця 2.5

	Симптоми
	Stroke-index

	1
	2

	Млявість, сповільненість рухів, тремор
	0,5

	Гіперактивність
	1

	Відсутність рухів
	1

	Нахил голови (П-Л)
	3

	односторонній напівптоз
	1

	двосторонній напівптоз
	1,5

	Птоз (правий, лівий, обидва)
	2

	Параліч (скошеність) задньої кінцівки (П, Л, обидві)
	3

	Сильна ротація кінцівки (П, Л, обидві)
	3

	Кругові рухи (кружляння)
	3

	Судоми тонічні, клонічні
	2

	Обертальні судоми
	3

	Парез кінцівок за кожну по 1 балу
	1-4

	Параліч кінцівок за кожну по 2 бали
	2-8

	Кома
	7

	Смерть
	Сума+3


2.7. Статистичні методи дослідження

Статистична обробка даних наукових досліджень проводилась з використанням пакету програм «STATISTICA® for Windows 6.0» (StatSoftInc., №AXXR712D833214FAN5). Описова статистика включала розрахунки середніх арифметичних значень (М), медіан (Ме), стандартних похибок середнього (±m) та інтерквартільний розмах (інтервал) - значення 25-го і 75-го процентилей. Перед застосуванням статистичних критеріїв проводилася перевірка гіпотези про нормальний закон розподілу випадкових величин (за критерієм Shapiro-Wilk). За умов нормального розподілу встановлення достовірності міжгрупових відмінностей за отриманими даними експериментів проводилося за допомогою параметричного t-критерію Стьюдента. У випадку, коли дані не відповідали законам нормального розподілу, порівняльний аналіз проводили за допомогою непараметричного U-критерію Мана-Уітні. Для порівняння незалежних змінних в більш ніж двох вибірках застосовували дисперсійний аналіз (ANOVA) при нормальному розподілі, або критерій Kruskal-Wallis для розподілу, відмінного від нормального. Порівняння груп за якісною ознакою проводили за допомогою критерію χ² з аналізом таблиць спряженості. Для аналізу закономірностей зв’язку між окремими показниками проведений кореляційний аналіз за допомогою коефіцієнта кореляції Пірсона або Спірмена. Для всіх видів аналізу статистично значущими вважали відмінності  р <0,05 (95%).
	Розділ 3. Нейропротективні властивості селенази, глутоксима і глутаредоксіна при моделюванні нейродеструкціі в дослідах in vitro

	3.1. Рівень маркерів нітрозативного стресу, глутатіону відновленого, HSP70 та NR-2 пептиду в нейронах в умовах моделювання глутаматної ексайтотоксичності і на тлі застосування позитивних модуляторів ТДС


Церебральна ішемія супроводжується розвитком ряду послідовних патобіохімічних реакцій (каскадів) в нейроні, що призводить до наростання числа вільних радикалів, енергетичного дефіциту і дисбалансу ТДС та антиоксидантної системи, що в кінцевому підсумку призводить до важкого оксидативного стресу і загибелі нейронів в периінфарктної зоні [264]. У цих умовах активація NMDA-рецепторів глутаматергічного синапсу призводить до гіперпродукції АФК (пероксінітріта, гідроксилрадикалу і супероксидрадикалу) і до підвищення вмісту внутрішньоклітинного кальцію [79]. 

Моделювання в умовах in vitro глутаматної ексайтотоксичності шляхом внесення в инкубаційну нейрональну суспензію токсичних концентрацій глутамату (100 мкМ) викликало генерацію активних форм кисню і посилене утворення оксиду азоту та його токсичних дериватів. Згідно з літературними джерелами показано, що вже з 15 хвилини інкубації починається посилений синтез оксиду азоту [75], а максимальне зниження рівня ВГ і активності ферментів його метаболізму разом із значним зростанням ОГ зареєстровано на 60 хвилині [38]. В результаті нейротоксичністі, викликаної високими дозами глутамату, відбувається перезбудження NMDA-рецепторів, з подальшою їх деградацією на пептидні фрагменти (NR2-пептид) [30,46,170,182,214,281]. Підтверджує вищесказане той факт, що у контрольній нейрональній суспензії нами було зареєстровано значне зростання в 5 разів (р˂0,05) NR2-пептиду в порівнянні з інтактною суспензією. Посилена продукція АФК і оксиду азоту, викликана внесенням глутамату, призводить до підвищеної генерації активних дериватів оксиду азоту в досліджуваній нейрональній суспензії, про що свідчить підвищення рівня маркера NO-залежного оксидативного стресу ‒ нітротирозину в 2 рази (р˂0,05). Утворений в результаті нітрозативного стресу нейротоксичний пероксінітріт (ОNOO-) взаємодіє з SH-групами цистеїнових залишків білків і SH-групами ВГ, що призводить до їх окиснення в дисульфіди і нітрозілірування тіолів, призводить до мітохондріальної дисфункції, тощо [249]. Це виснажує запаси відновленого глутатіону, зміщуючи ТДР в сторону дисульфідів [38]. Так нами зареєстровано зниження рівня відновленої форми глутатіону на 65,5% (р˂0,05) на 60 хвилині в порівнянні з початковими значеннями (табл. 3.1) з одночасним зростанням його окисненої форми на 150% (р˂0,05) в порівнянні з інтактом.
Таблиця 3.1 

Вплив модуляторів тіол-дисульфідної системи на рівень біохімічних маркерів при моделюванні глутаматної ексайтотоксичності in vitro (60 хв. спостереження) (М ± m; Q50,(Q25;Q75), n = 10)

	Показники
	Інтактна суспензія
нейронів
	Суспензія з внесенням глутамата
(100 Мкм)

(контроль)
	Суспензія нейронів з додаванням  глутамата + селеназа
(10-5М) 
	Суспензія нейронів з додаванням  глутамата + глутоксим
(10-5М) 
	Суспензія нейронів з додаванням  глутамата + глутаредоксін (10-5М)
	Суспензія нейронів с додаванням  глутамата + мексидол

 (10-5М)

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	нітротирозин,

нмоль/г тканини 
	5,5 ± 0,65
5,5

(5,1÷5,9)
	11,2 ±1,12**
11,2

(11,0÷11,9)

	9,8 ± 0,59*
9,8

(9,2÷10,4)
	8,4 ± 0,54*#
8,4

(8,2÷8,6)
	5,7 ± 0,48*#²
5,7

(5,2÷6,2)
	9,2± 0,74*
9,3

(9,1÷9,5)

	NR2- пептид

нг/мл
	0,91± 0,32
1,09

(0,62÷1,15)
	5,05± 1,54**
4,5
(4,2÷5,5)
	4,10± 0,52*#
4,2
(3,7÷4,7)
	4,06± 0,65*#
4,3

(3,3÷4,4)
	1,59± 0,31*#²
1,5
(1,4÷1,9)
	4,50± 0,53*
4,5
(4,2÷4,8)

	HSP70,

у.о./гбілка
	14,8±0,43

14,8
(14,4÷14,9)
	7,0±0,62**

7,1

(6.4÷7,3)
	9,4±0,58*#
9,5

(9,1÷9,9)
	10,7±0,25*#
10,8

(10,6÷10,9)
	12,2± 0,39*#²
12,3

(11,8÷12,5)
	8,6± 0,71*
8,5

(8,2÷9,0)

	ВГ, мкМоль/ г білка
	3,68± 0,19
3,7

(3,4÷3,9)
	1,27±0,08**
1,24

(1,0÷1,4)
	1,37± 0,13
1,34

(1,2÷1,5)
	1,59 ±0,1*

1,57

(1,3÷1,9)
	1,41 ± 0,09
1,33

(1,2÷1,7)
	1,34 ± 0,06
1,35

(1,32÷1,37)

	ОГ, мкМоль/ г білка
	0,112±0,035
0,112
(0,110÷0,114)
	0,280±0,054**
0,26

(0,23÷0,33)
	0,151±0,041
0,151

(0,149÷0,154)
	0,134±0,03*
0,134

(0,131÷0,138)
	0,141±0,08
0,139

(0,136÷0,146)
	0,181±0,08
0,182

(0,177÷0,182)


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA(критерій Краскела-Уолліса),*−p≤0,05 відповідно до контрольної групи, #−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала мексидол,²−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала селеназу, глутоксим.
Патобіохімічні порушення, які відбуваються в нейронах в цих умовах, супроводжуються дефіцитом функціонування фактора ендогенної цитопротекції ‒ HSP70 білка. Все це є наслідком структурних змін і зниження синтезу останнього в умовах важкого енергетичного дефіциту і на тлі нестачі ферментів антиоксидантного захисту нейрона. Зсув ТДР супроводжувався зниженням рівня HSP70 білка на 52,7% відносно інтакта. На підтвердження всього вищесказаного нами встановлено, що низький рівень ВГ безпосередно корелював з низьким рівнем HSP70 в нейрональній суспензії (коефіцієнт множінної кореляції Спірмена R = 0,82137) (рис.3.1). Нами також було визначено тісний негативний кореляційний зв'язок між HSP70 і NR2- пептидом (коефіцієнт множинної кореляції Спірмена R=-0,8426) (рис3.2), що підтверджено 3D графіком (рис.3.3).
[image: image1.emf]Диаграмма рассеяния: HSP70,у.е./г белка vs. GSH,мкМоль/ г белка (Построч.удаление ПД)
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Рис. 3.1. Кореляційна залежність між рівнем ВГ і HSP70 в умовах глутаматної ексайтотоксичності

Преінкубація нейрональної суспензії з селеназою, глутоксимом і глутаредоксіном сприяла обмеженню гіперактивності NMDA-рецепторів, що виражалося в зниженні рівня NR2-пептиду ‒ на 18,8, 19,6 і 68,5%(р˂0,05), нітротирозину ‒ на 12,5, 25 і 49,1% (р˂0,05) та ОГ ‒ на 46, 52 (р˂0,05),49,6% відповідно, що свідчить про деяке обмеження реакцій нітрозативного і оксидативного стресу (табл.3.1).
[image: image2.emf]Диаграмма рассеяния: NR2-пептид,ng/ml vs. HSP70,у.е./г белка 

HSP70,у.е./г белка = 8,2064 - ,2906  * NR2-пептид,ng/ml

Корреляция: r =  -,8426
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Рис. 3.2. Кореляційна залежність між рівнем NR2 пептида і HSP70 в умовах глутаматної ексайтотоксичності
[image: image3.emf]3М Графики поверхностей для GSH,мкМоль/ г белка и NR2-пептид,ng/ml и HSP70,у.е./г 
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Таблица данных1 3v*10c

GSH,мкМоль/ г белка = Расстояние взвешенных наименьших квадратов
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Рис. 3.3. Зв'язаність змін рівнів ВГ і HSP70 з рівнем NR2 пептиду в умовах глутаматної ексайтотоксичності
Під дією досліджуваних препаратів відбувається підвищення рівня ВГ та HSP70 : селенази – на 7,9%, 35% (р˂0,05); глутоксима – на 25,2% (р˂0,05), 53,4% (р˂0,05); глутаредоксіна – на 10,23%, 74,7% (р˂0,05) відповідно (табл. 3.1).
На нашу думку, нейропротективні ефекти досліджуваних препаратів in vitro пов'язані з нормалізацією ТДР та факторів ендогенної нейропротекціїї HSP70 на тлі активації редокс-чутливих чинників транскрипції АР- 1, NF - kB, NF-1, які призводять до зростання експресії генів антиоксидантних ферментів (GPR, GR, GST, SOD, каталаза) і генів ферментів, які забезпечують підтримку стабільної внутрішньоклітинної концентрації ВГ (γ-глутамілтрансферази, γ-глутамілцистеїнсинтетази) за рахунок його синтезу de novo [105]. Особливістю цієї дії досліджуваних препаратів стало підвищення рівня ВГ і HSP70 і зниження рівня нітротирозину та NR2 пептиду. Проте причина цих змін залежала від типу препарату. У разі дії глутаредоксіна зміни біохімічних маркерів були обумовлені підвищенням активності γ-GCS - швидкість-лімітуючого ферменту синтезу ВГ de novo, так і активності ГР, поновлюючого ВГ з його окисненої форми (ОГ), що призводить до зростання вмісту ВГ. Таким чином, зростання ВГ при дії глутаредоксіна є результатом активації синтезу ВГ і його ресинтезу з ОГ внаслідок підвищення активності чинників транскрипції, які регулюють зростання генів відповідальних за підвищення синтезу ферментів γ-GCS і GR, відповідно.

Дія глутоксима, який містить амінокислоти цистеїн, гліцин, глютамінову кислоту, полягає в активації синтезу GSH de novo, а також придушенні активації транскрипційного фактора NF-kB [63,291], що призводить до зниження продукції про-запальних цитокінів IL-1, TNF-α, які викликають зростання продукції АФК і розвиток процесів запалення [63,176,291]. Відомо, що окислювальний стрес може індукувати транспорт цистеїну, глютамінової кислоти, гліцину через клітинну транспортну систему, тим самим стимулюючи синтез глутатіону відновленого в γ-глутаміловому циклі. Слід зазначити, що глутоксим у цьому випадку буде постачальником структурних амінокислот для γ-GCS [291].
Незначне обмеження проявів оксидативного і нітрозативного стресу, а також підвищення рівня ВГ під дією селенази можна віднести на рахунок її здатності грати роль «пастки» вільних радикалів [42]. 
Таким чином, із отриманих нами результатів випливає, що дія глутаредоксіна і глутоксима на антиоксидантний статус нейронів, які зазнали впливу токсичними дозами глутамату супроводжується зростанням ВГ на тлі активації механізмів ендогенної нейропротекції HSP70 і зниженням нітротирозину та NR2-пептиду в результаті синтезу ВГ de novo і його ресинтезу з ОГ. Навпаки, селеназа у використаній дозі (10-5М) викликає зростання ВГ, імовірно, завдяки здатності виступати в ролі "пастки" вільних радикалів [241,74,303,175]. Найбільший ефект встановлений у глутаредоксіна, в меншій мірі ‒ у глутоксима, мінімальний ‒ у селенази. Поєднання у досліджуваних препаратів антиоксидантних властивостей і здатності активувати транскрипцію генів, в тому числі і антиоксидантних ферментів, підвищує стійкість нейронів до окислювального стресу, що свідчить про важливий внесок даних препаратів в нейропротекцію.

Таким чином, наші експериментальні дані вказують, що препарати селеназа, глутоксим і глутаредоксін надають самостійну помірну нейропротективну дію і можуть бути використані з метою потенціювання дії базової нейропротектівної терапії.
3.2. Рівень маркерів ТДС і нітрозативного стресу при депривації системного рівня глутатіону та введенні позитивних модуляторів глутатіонової системи. Молекулярно-біохімічні порушення в нейронах при внесенні CDNB
Внесення в інкубаційне нейрональне середовище 1-хлор-2,4-динітробензолу (CDNB-80 мкмоль) ‒ селективного інгібітора глутатіон-S-трансферази, який утворює з GSH кон'югати призвело до депривації глутатіонової ланки ТДС [41,75]. На користь цього твердження свідчить тенденція до зниження даного показника починаючи з 15 хвилини інкубації, а також на 30 хвилині, тоді як різкий дефіцит ВГ (зниження рівня  на 86,41%, р <0,05) на ряду зі зниженням активності Г-S-Т на 51% (р˂ 0,05), на тлі підвищення вмісту ОГ на 194% (р˂ 0,05) в культурі нейронів в порівнянні з інтактом спостерігали на 60 хвилині (табл.3.2).
Таблиця 3.2
Показники ТДС, HSP70 і нітротирозину в нейрональної суспензії після додавання CDNB на 15, 30 і 60 хвилині інкубації (М ± m, n = 10)
	Показник
	Інтактна нейрональна суспензія
	Контрольна нейрональна суспензія

	
	15 хв
	30 хв
	60 хв
	15 хв
	30 хв
	60 хв

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	ВГ, мкм/гбілка
	4,05±0,21
	3,95±0,4
	3,68±0,34
	3,75±0,26
	2,26±0,28
	0,350±0,15*

	ОГ, мкм/гбілка
	0,140±0,11
	0,125±0,09
	0,112±0,035
	0,235±0,08
	0,300±0,06
	0,330±0,07*

	Нітротирозин, нм/г білка
	3,98 ±0,36
	4,15±0,28
	5,53± 0,28
	4,28 ±0,27
	5,45±0,46
	9,42 ±0,22*

	HSP70,у.о./г білка
	14,6± 0,28
	14,6±0,21
	14,8±0,43
	18.7±0,95
	8,3± 0,74
	5,0±0,32*

	ГПО

мкм/хв*г білка
	27,9± 3,9
	29,3± 2,1
	30,9± 2,9
	23,2± 0,91
	12,4± 3,6
	7,1±1,54*

	Г-S-Т

мкм/ хв*гбілка
	18,04±0,25
	17,51±0,53
	18,50±0,26
	19,40±0,29
	14,20±0,28
	8,91±0,88*

	ГР

мкм/ хв*гбілка
	14,12±0,39
	14,30 ±0,13
	14,62±0,32
	13,55 ±0,37
	12,98 ±0,39
	6,21 ± 0,56*


Примітки : * − p≤0,05 відповідно до інтактної групи
Виснаження функціонально активного ВГ в нейрональній клітині призводить до порушення експресії генів, які активують фактори транскрипції; до порушення внутрішньоклітинної сигналізації, до зниження активності ферментів, які беруть участь в регуляції процесів апоптозу [105]. Відомо, що ВГ пригнічує експресію субодиниць c-Fos і Jun транскрипційного фактору АР-1, який бере участь в апоптозі і клітинної проліферації [105]. Зниження рівня ВГ призводить до порушення в роботі глутатіон-залежних ферментів, які беруть участь в системі антиоксидантного захисту клітини, в структурній і функціональній регуляції роботи біологічних мембран, Усе це приводить до порушення роботи рецепторного апарату клітини, мітохондріальної дисфункції, зниження синтезу АТФ, порушення роботи Na, K-АТФази. А збільшення рівня ОГ, яке пов'язане з виснаженням пулу ВГ, здатне викликати глутатіонілювання редокс-чутливих білків з ферментативною та рецепторною функцією, білків, які забезпечують сигнальну трансдукцію. Таким чином, ОГ в нейроні через активацію факторів транскрипції АР-1, NF-kB, Bcl-2, p53, індукує запуск каскаду ефекторних каспаз, що неминуче призводить до збільшення числа нейронів, які вступили в апоптоз [105].

Тенденцію подібну зниженню ВГ і Г-S-T починаючи з 15 хвилини ми реєстрували і у відношенні активності ключових ферментів глутатіонової системи глутатіонредуктази і глутатіонпероксидази. Зниження активності ГР на 65% на 60 хвилину інкубації поряд зі зниженням продукції НАДФН в пентозофосфатному циклі ще більше збільшує дефіцит ВГ через неможливість його ресинтезу. Зниження активності ГПО на 77% в порівнянні з інтактними нейронами на 60 хвилині інкубації може служити раннім маркером нейротрофічної дисфункції нейрона (табл.3.2)[87]. До того ж, згідно з літературними даними, ГПО бере активну участь у знешкодженні пероксінітріта і розщепленні нітрозотіолів, що в умовах дефіциту ферменту підвищує зміст першого і знижує біодоступність оксиду азоту, що в умовах нітрозативного стресу ще більше погіршує ситуацію [149]. Доказом останнього служить зазначене нами підвищення рівня нітротирозину в суспензії нейронів на 70,7% (р <0,05) на 60 хвилині інкубації (табл. 3.2).
Зсув ТДР, порушення в роботі глутатіон-пов'язаних ферментів, посилення процесів нітрозативного стресу призводять до зміни синтезу компонентів ендогенної цитопротекції ‒ HSP70 білків. Введення в інкубаційне середовище CDNB викликало неоднозначні зміни в змісті HSP70. Так на 15 хвилині інкубації ми реєстрували зростання вмісту білка на 28,1% в порівнянні з інтактною суспензією нейронів, що визначає функцію HSP70 як білка шаперона і свідчить про активізацію резервно-адаптаційних механізмів захисту нейрона. Далі, починаючи з 30 хвилини інкубації, ми відзначали падіння вмісту шаперона. А максимальна втрата зареєстрована нами на 60 хвилині інкубації (на 73,4%, р˂0,05) у порівнянні з 15 хвилиною інкубації, що свідчить про зрив адаптаційно-пристосувальних механізмів захисту нейрона (табл.3.2).

На підставі отриманих даних були розраховані коефіцієнти кореляції. Нами встановлено, що низький рівень ВГ безпосередньо корелював з низьким рівнем HSP70 в нейрональній суспензії (коефіцієнт множінної кореляції Спірмена R = 0,83773) (рис.3.4). Нами також було визначено тісний негативний кореляційний зв'язок між HSP70 і нітротирозином (коефіцієнт множинної кореляції Спірмена R=-0,8681) (рис.3.5.).
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Рис. 3.4. Кореляційна залежність між рівнем ВГ і HSP70 в умовах депрівації системного рівня глутатіону.
Все вище викладене підтверджено 3D графіком залежності відновленого глутатіону, нітротирозину і білка –шаперона HSP70 (рис.3.6).
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Рис. 3.5. Кореляційна залежність між рівнем нітротирозина і HSP70 в умовах депрівації системного рівня глутатіону.
[image: image6.emf]3М Графики поверхностей для Нитротирозин нМоль/г белка и 

HSP70,у.е./г белка

 и GSH

мкМоль/г белка

Таблица данных84 3v*11c

Нитротирозин нМоль/г белка = Расстояние взвешенных наименьших квадратов
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Рис. 3.6. Зв'язаність змін рівнів ВГ і HSP70 з рівнем нітротирозину в умовах депрівації системного рівня глутатіону
З метою фармакологічної корекції описаних патологічних змін нейрона in vitro нами були використані модулятори ТДС (селеназа, глутоксим і глутаредоксін), які вносилися в концентрації (10-5М) в суспензію нейронів за 15 хвилин до внесення CDNB. Інтегральним показником ефективності застосування модуляторів ТДС є їх здатність підвищувати рівень відновленої форми глутатіону в суспензії нейронів з CDNB. Усі досліджувані препарати статистично значимо підвищували рівень відновленого глутатіону. Так глутоксім підвищував рівень ВГ на 154%, селеназа ‒ на 136%, глутаредоксін ‒ на 144% в порівнянні з контрольною суспензією нейронів (табл.3.3)

Таблиця 3.3

Вплив модуляторів тіол-дисульфідної системи на рівень біохімічних маркерів при депривації глутатіонової ланки ТДС in vitro (60 хв. спостереження) (М ± m; Q50,(Q25;Q75), n = 10)
	Показники
	Інтактна суспензія

нейронів
	Суспензія нейронів з додаванням
CDNB
(80мкМ)
(контроль)
	Суспензія нейронів з додаванням
 CDNB+

селеназа (10-5)
	Суспензія нейронів з додаванням
 CDNB+

глутоксим
(10-5)
	Суспензія нейронів з додаванням
 CDNB+ глутаредоксін  (10-5)
	Суспензія нейронів з додаванням
 CDNB+

тіотріазолін
(10-5)

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	нітротирозин,

нм/гтканини
	5,52±0,77
5,5

(5,4÷5,7)
	9,42±0,43**
9,43

(9,3÷9,5)
	5,62 ± 0,66*#
5,7
(5,4÷5,8)
	5,19 ± 0,37*#
5,2

(5,1÷5,3)
	4,96 ± 0,27*#
4,9

(4,7÷5,3)
	6,10±0,64*
6,1

(5,6÷6,6)

	ВГ, мкм/ г білка
	3,68±0,34
3,69
(3,4÷3,9)
	0,32±0,15**
0,35

(0,31÷0,39)
	1,18 ± 0,27*
1,19

(1,10÷1,2)
	1,27 ± 0,27*
1,26
(1,15÷1,4)
	1,22 ± 0,15*
1,24

(1,15÷1,3)
	1,24 ± 0,15*
1,24

(1,21÷1,28)

	ОГ, мкм/ г білка
	0,112±0,04
0,112

(0,092÷0,132)
	0,330±0,07**
0,332

(0,30÷0,34)
	0,224±0,09*
0,224

(0,21÷0,24)
	0,160±0,04*
0,160

(0,14÷0,18)
	0,169±0,03*
0,166

(0,161÷0,177)
	0,167±0,07*
0,167

(0,147÷0,187)

	ГПО, мкм/хв.*г білка
	30,9± 2,9
30,4

(28,8÷30,9)
	7,1±1,54**
7,3

(7,0÷7,5)
	15,7±2,19*#³
15,5

(15,0÷15,9)
	12,4±2,42*#
12,4

(12,2÷12,8)
	12,9±2,77*#
12,8

(12,5÷12,9)
	10,0±1,81*
10,1

(9,9÷10,1)

	ГР,мкм/ хв.*г білка
	14,6±0,32
14,4

(13,9÷14,8)
	6,2 ± 0,56**
6,2
(6,2÷6,5)
	9,6 ± 0,85*
10,1

(9,0÷10,6)
	8,9 ± 0,41*#
8,1

(8,1÷9,0)
	14,4±0,59*#²
14,3

(13,9÷14,3)
	5,3±0,39
5,5

(4,7÷5,9)

	Г-S-Т

мкм/ хв.*г білка
	18,50±0,26
18,4

(18,2÷18,8)
	8,91±0,88**
8,8

(8,5÷9,2)
	16,77±0,26*#
16,4

(16,3÷16,8)
	17,10 ± 0,65*#
16,9

(16,5÷17,6)
	17,60±0,71*#
17,5

(17,1÷18,0)
	14,99±1,0*
14,9

(14,4÷15,6)

	HSP70,

у.о./гбілка
	14,81±0,43
14,8

(14,4÷14,9)
	7,00±0,62**

6,9

(6,8÷7,1)
	9,45±0,58*

9,7

(9,3÷9,9)
	10,74±0,25*

10,77

(10,6÷10,8)
	12,23± 0,39*#²
12,4

(12,2÷12,7)
	10,00± 0,47*

10,0

(9,7÷10,2)


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA(критерій Краскела-Уолліса),*−p≤0,05 відповідно до контрольної групи, **−p≤0,05 відповідно до ЛО групи,#−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала тіотриазолін,²−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала селеназу, глутоксим,³−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала глутоксим, глутаредоксін.
Підвищення рівня ВГ відбувалося на тлі відновлення активності глутатіон-залежних ферментів: Г-S-Т (глутоксим 91,9%, р˂0,05; селеназа 88,2%, р˂0,05; глутаредоксін 97,5%, р˂0,05), ГР (глутоксим 74,5%; селеназа 88,2%; глутаредоксін 182,4%, р˂0,05), ГПО (глутоксим 74,6%; селеназа 121,1%, р˂0,05; глутаредоксін 81,7%) в порівнянні з контрольною суспензією нейронів.
Нормалізація функціонування ТДС відбувалася на тлі зниження глутатіону окисненого під дією селенази, глутоксима і глутаредоксіна на 32,1, 51,5 (р˂ 0,05), 48,8% (р˂ 0,05) відповідно в порівнянні з контролем.
Біохімічними дослідженнями встановлено, що введення в інкубаційне середовище селенази, глутоксима і глутаредоксіна (10-5М) викликало суттєве зниження проявів нітрозативного стресу, на що вказує зниження вмісту нітротирозину на 44,9; 40,33; і 47,34% (р˂0,05) відповідно в порівнянні з контролем (табл. 3.3).

Позитивний вплив щодо механізмів ендогенної нейропротекції проявлялося в підвищенні рівня HSP70 білка під дією селенази, глутоксима і глутаредоксіна на 35; 53,4; і 74,7% (р˂0,05) відповідно по відношенню до контролю. 
Важливо відзначити, що підвищення рівня ВГ, HSP70 і зниження нітротирозину та ОГ в суспензії нейронів преінкубованих з препаратом порівняння тіотріазоліном виявилися статистично значущими (р <0,05).
Виходячи з отриманих в ході дослідження даних випливає, що реалізація нейропротективної дії селенази, глутоксима і глутаредоксіна в умовах нейродеструкціі, викликаної високими дозами CDNB, пов'язана з їх позитивним впливом на компоненти ендогенної нейропротекції (HSP70) за допомогою відновлення ТДР і нормалізації функціонування глутатіон-залежних ферментів. Селеназа, глутоксим і глутаредоксін запобігають окисленню SH-груп цистеїну або відновлюють S-S - зв'язки білків, ферментів, факторів транскрипції, які зазнали впливу токсичних доз CDNB. Це попереджає виникнення незворотних структурних та функціональних поломок біологічних мембран і забезпечує адекватне функціонування рецепторного апарату нейрона і регулює процеси сигнальної трансдукції.
Таким чином, особливістю дії глутаредоксіну в умовах індукованої нейродеструкції є підвищення рівня ВГ в результаті його ресинтезу з ОГ внаслідок підвищення активності чинників транскрипції, які регулюють зростання генів відповідальних за підвищення синтезу ферменту GR.
У разі дії глутоксима зміни біохімічних маркерів були обумовлені підвищенням активності γ-GCS і нормалізації роботи γ-глутамілтрансферазного циклу внаслідок підвищення активності чинників транскрипції, які регулюють зростання генів відповідальних за підвищення синтезу ферменту γ- GCS.

Підвищення рівня ВГ під дією селенази можна віднести на рахунок її здатності грати роль «пастки» вільних радикалів та регуляції активності генів відповідальних за синтез ферментів ГПО і тіоредоксінредуктази.

Таким чином, нормалізація функціонування системи глутатіону обумовлює стабільну активність компонентів ендогенної нейропротекції HSP70 білків [11,36,41] в умовах нейродеструкції викликаної CDNB і на тлі позитивної фармакологічної модуляції ТДС досліджуваними препаратами.
3.3. Рівень маркерів оксидативного, нітрозативного стресу, показники ТДС при внесенні в суспензію нейронів цитотоксичних концентрацій DNIC. Фармакологічна корекція модуляторами системи глутатіону
Моделювання нітрозативного стресу in vitro проводили шляхом внесення в суспензію нейронів дінітрозольного комплексу заліза (DNIC) в цитотоксичній концентрації 250 мкмоль. DNIC є нестабільним комплексом двовалентного заліза, оксиду азоту і лігандів [85]. 
Будучи сильнішим нітрозіруючим агентом, DNIC взаємодіє з -SH групами глутатіону, цистеїнових залишків білків, ферментів, факторів транскрипції, ДНК, утворюючи S-нітрозотіоли і N-нітрозотіоли [28,85]. Одними з точок прикладання DNIC є білки, які містять негемове залізо у вигляді залізосерних кластерів. 
Це, в першу чергу, мітохондріальні білки електронтранспортного ланцюга (комплекс I - NADH-убіхінон оксидоредуктаза і комплекс II - сукцінатубіхінон оксидоредуктаза), що неминуче призводить до мітохондріальної дисфункції [28,85,263], а також ферменти глутатіонредуктаза і глутатіон-S-трансфераза, рибонуклеотидредуктаза, ксантиноксидаза. DNIC також викликають необоротну активацію неселективних катіонних каналів у клітинній мембрані [85,275,276].
Проіснувавши кілька хвилин, DNIC розпадається з вивільненням великої кількості оксиду азоту та вільного заліза. Вільне залізо каталізує реакцію Габера-Вейса з утворенням гідроксильного радикала, здатного окисляти білки, руйнувати ліпіди клітинних мембран і ДНК. У свою чергу велика кількість оксиду азоту, який вивільнився з комплексу, проявляє свої токсичні властивості в формі діазоттриоксида (N2O3) і пероксінітрита (ONOO-), які, при їх надмірному синтезі, in vivo приводять організм у стан нітрозативного і оксидативного стресу [35,85,247,277]. На підтвердження цього ми реєстрували підвищення маркерів окисної модифікації білків ‒ альдегідфенілгідразонів (АФГ) і кетонфенілгідразонів (КФГ), і збільшення вмісту нітротирозину, що узгоджується з літературними джерелами [35,85]. 
Нами встановлено, що максимальне підвищення вмісту АФГ (ранній маркер ОМБ) спостерігалося на 30 хвилині інкубації ‒ в 2,5 рази (р˂0,05), тоді як на 60 хвилині після внесення DNIC, концентрація АФГ дещо знизилася і була в 2,1 (р˂0,05) рази вище відносно інтактної нейрональної суспензії за даний період. Поряд з АФГ ми спостерігали наростання рівня КФГ (пізній маркер ОМБ). Концентрація КФГ наростала поступово з 26,8% на 15 хвилині інкубації до підвищення в 2,2 (р˂0,05) рази на 60 хвилині. 
Рівень нітротирозину збільшувався поступово починаючи з 15 хвилини спостереження (на 49,4%), і до 60 хвилини інкубації значення нітротирозину були в 3,3 разів (р˂0,05) вище в порівнянні з вихідними даними (табл. 3.4). Це свідчить про інтенсифікацію реакцій оксидативного і нітрозативного стресу in vitro.
Таблиця 3.4
Показники ТДС, HSP70 і нітротирозину в нейрональній суспензії після
додавання DNIC на 15, 30 і 60 хвилині інкубації (М ± m, n = 10)
	Показник
	Інтактна нейрональна суспензія
	Контрольна нейрональна суспензія

	
	15 хв
	30 хв
	60 хв
	15 хв
	30 хв
	60 хв

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	АФГ, у.о./г білка (спонт.)
	2,20± 0,34
	2,37± 0,14
	2,96±0,24
	4,88± 0,2
	5,93± 0,21
	6,22 ±0,34*

	КФГ, у.о./г білка (спонт.)
	1,45± 0,1
	1,52 ± 0,14
	1,55±0,24
	1,84± 0,12
	3,04 ± 0,29
	3,42 ±0,26*

	Нітротирозин, нм/г білка
	4,9 ± 0,21
	5,2 ± 0,18
	5,5±0,77
	7,3± 0,28
	13,3 ± 0,99
	18,2 ±0,42*

	ВГ, мкм/гбілка
	3,14± 0,18
	3,44± 0,24
	3,68±0,34
	1,84± 0,27
	1,73± 0,14
	1,14± 0,12*

	ОГ, мкм/г білка
	0,120±0,32
	0,125±0,22
	0,134±0,24
	0,135±0,29
	0,235±0,65*
	0,548±0,96*

	Г-S-T, мкм/ (хв* г білка)
	20,24±0,2
	22,51±0,36
	21,50±0,16
	20,40±0,11
	18,20±0,28
	10,91±0,88*

	ГР, мкм/(хв*г білка)
	16,20±0,29
	16,50±0,31
	16,62±0,32
	12,55±0,27
	10,98 ±0,15
	4,21 ± 0,26*

	ГПО, мкм/(хв*г білка)
	30,9± 2,6
	29,3± 2,1
	30,6± 2,9
	21,4± 0,91
	10,4± 1,6*
	6,3±1,41*

	СОД, у.о./ (мгбілка*хв)
	122,3±3,7
	121,1±4,1
	124,7±8,7
	119,4±5,4
	60,1±3,7*
	56,4±2,4*

	HSP70, у.о./г білка
	14,6± 0,28
	14,6±0,21
	14,8±0,43
	17,6±0,43
	7,3±0,27
	7,2±0,33


Примітки : * − p≤0,05 відповідно до інтактної групи
Посилення реакцій оксидативного і нітрозативного стресу призвело до порушення ТДР. Виявлений дисбаланс, у системі глутатіону виражався в зниженні рівня ВГ (на 46,5% на 30 хвилині і на 69,3% на 60 хвилині інкубації) і підвищенні ОГ (на 88% і в 4,1 рази на 30 і 60 хвилині відповідно).

Порушення співвідношення ВГ/ОГ супроводжувалося зниженням активності ферментів глутатіонової системи ‒ Г-S-T, ГР, ГПО на 49,3%; 74,7%; 79,4% відповідно на 60 хвилині спостереження (табл.3.4).

Неконтрольоване зростання активних метаболітів оксиду азоту в умовах NO-залежного оксидативного стресу призводить до окислення білків дихального ланцюга мітохондрій та до інактивації мітохондріальної супероксиддисмутази, яка грає ключову роль у знешкодженні супероксид-радикала, що ще більше виснажує антиоксидантну систему нейрона [85]. Нами відмічено зниження активності СОД на 54,8% на 60 хвилині спостереження (табл.3.4). 

Нейродеструктивні процеси, які протікали в нейроні на тлі нітрозативного і оксидативного стресу, супроводжувалися значним провалом в системі ендогенної нейропотекціі. На 60 хвилині спостереження вміст білка HSP70 знизився на 51,4% (р˂0,05) після його значного підвищення на 15 хвилині інкубації на 20,5% порівняно з інтактом. Результати наших досліджень показують, що зниження рівня ВГ на 60 хвилину спостереження супроводжувалося низьким рівнем HSP70 білку, що підтверджується тісним взаємозв'язком між ВГ та HSP70 (коефіцієнтом множинної кореляції Спірмена (R=0,94678)) (рис.3.7). Також нами встановлено тісний негативний взаємозв'язок між HSP70 та нітротирозином (коефіцієнтом множинної кореляції Спірмена (R =- 0,8899)(рис.3.8).

3D графік поверхонь наочно демонструє взаємозв'язок між дефіцитом компонентів ендогенної нейропротекції, депривації ТДС і вагою нітрозативного стресу(рис3.9).
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Рис. 3.7. Кореляційна залежність між рівнем ВГ і HSP70 в умовах нітрозативного стресу in vitro.
Таким чином, внесення в інкубаційне нейрональне середовище DNIC в цитотоксичній концентрації 250 мкмоль призвело до розвитку нітрозативного стресу. Дефіцит відновленого глутатіону, в свою чергу, погіршує нітрозативний стрес, що супроводжується утворенням великої кількості токсичних N-нітрозамінів.
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Рис. 3.5. Кореляційна залежність між рівнем нітротирозина і HSP70 в умовах нітрозативного стресу in vitro.
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Рис. 3.6. Зв'язаність змін рівнів ВГ і HSP70 з рівнем нітротирозину в умовах нітрозативного стресу in vitro.
Введення в суспензію нейронів селенази, глутоксима, глутаредоксіна викликало позитивний ефект щодо досліджуваних показників. Виявлені зміни були різними за виразністю, але носили односпрямований характер. Спостережуване зниження концентрації нітротирозину свідчить про обмеження нітрозативного стресу в нейрональній суспензії після преінкубаціі з досліджуваними препаратами. Дані нітротирозину були наступними: при преінкубаціі з селеназою рівень маркера знизився на 40,7% (р˂0,05); з глутаредоксіном ‒ на 50% (р˂0,05), з глутоксимом ‒ на 29,1% (р˂0,05). Слід зазначити, що рівень нітротирозину знизився на 49,5% (р˂0,05) при додаванні в ікубаційне середовище тіотриазоліну (табл.3.5).
Таблиця 3.5

Вплив модуляторів тіол-дисульфідної системи  на рівень біохімічних маркерів 
 при додаванні DNIC in vitro (60 хв. спостереження) (М ± m, n = 10)
	Показники
	Інтактна суспензія

нейронів
	Суспензія нейронів з додаванням
DNIC
(250мкМ)
(контроль)
	Суспензія нейронів з додаванням
 DNIC+

селеназа (10-5)
	Суспензія нейронів з додаванням
 DNIC+

глутоксим
(10-5)
	Суспензія нейронів з додаванням
 DNIC+ глутаредоксін  (10-5)
	Суспензія нейронів з додаванням
 DNIC+

тіотриазолін
(10-5)

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	нітротирозин

нм/г тканини
	5,5±0,77
	18,2 ± 1,26**
	10,8 ± 0,7*
	12,9± 0,66*
	9,1± 0,84*
	9,2± 0,93*

	АФГ сп.,

у.о./г білка
	2,96±0,24
	6,22 ± 0,34**
	4,10 ± 0,29*
	5,68± 0,12
	3,51 ± 0,17*#
	4,90 ± 0,19*

	КФГ сп.,

у.о./г білка
	1,55±0,24
	3,42 ± 0,26**
	2,15 ± 0,17*
	3,19±0,09
	2,00 ± 0,05*#
	2,96 ± 0,07

	СОД, у.о./мг білка/хв
	124,7±8,7
	56,4± 2,4**
	88,6 ± 2,1*
	60,7 ± 2,5
	89,7 ± 2,7*
	88,7 ± 3,0*

	ВГ, мкм/ г білка
	3,68±0,34
	1,13± 0,1**
	1,57 ± 0,09*
	1,48± 0,11*
	2,10± 0,12*²
	1,54 ± 0,1*

	ОГ, мкм/ г білка
	0,134±0,24
	0,548±0,09**
	0,264±0,04*
	0.412±0,02
	0,199±0,04*
	0,233 ±0,03*

	ГПО,мкм/хв.*г білка
	30,6± 2,9
	6,3±1,41**
	28,3±0,24*#
	12,4± 0,24*
	26,5 ± 1,2*
	21,1±0,93*

	ГР,мкм/ хв.*г білка
	16,62±0,32
	4,21 ± 0,26**
	11,22±2,41*
	8,43±2,41*
	14,26 ±1,62*
	10,45±1,48*

	Г-S-Т

мкм/ хв.*г білка
	21,50±0,16
	10,91±0,88**
	17,58±1,12*
	15,41±1,1*
	19,60±1,46*
	16,44±1,47*

	HSP70,

у.о./гбілка
	14,8±0,43
	7,2±0,33**
	11,4±0,24*
	8,2± 0,33*
	12,5± 0,37*
	11,9± 0,31*


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA(критерій Краскела-Уолліса),*−p≤0,05 відповідно до контрольної групи, **−p≤0,05 відповідно до ЛО групи,#−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала тіотриазолін,²−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала селеназу, глутоксим.
Про обмеження проявів оксидативного стресу робили висновок по зниженню маркерів ОМБ на 60 хвилині інкубації: селеназа АФГ ‒ на 34%, КФГ ‒ на 37,1%; глутаредоксін АФГ ‒ на 43,5%; КФГ ‒ на 41,5%. Зниження маркерів ОМБ для глутоксима носило позитивний характер, проте виявилося статистично незначущим. 
Зниження маркерів оксидативного стресу супроводжувалося зростанням СОД під дією препаратів: селеназа ‒ на 57,1% (р˂0,05), глутоксим ‒ на 7,6%, глутаредоксін ‒ на 59% (р˂0,05) (табл. 3.5).
Обмеження реакцій оксидативного і нітрозативного стресу супроводжувалося нормалізацією ТДР. Так глутаредоксін підвищував рівень ВГ на 85,8% (р˂0,05) і знижував ОГ на 63,7% (р˂0,05), підвищував активність Г-S-T на 79,7% (р˂0,05), ГР в 3,38 разів (р˂0,05), ГПО в 4.2 рази (р˂0,05). Селеназа підвищував рівень ВГ на 38,9% (р˂0,05) і знижував ОГ на 51,8% (р˂0,05),підвищував активність Г-S-T на 61,1% (р˂0,05), ГР на 166% (р˂0,05), ГПО в 4,5 рази (р˂0,05). Глутоксим підвищував рівень ВГ на 30,9% (р˂0,05) і знижував ОГ на 24,8%, підвищував активність Г-S-T на 41,2% (р˂0,05), ГР в 100,2% (р˂0,05), ГПО на 96,8% (р˂0,05)(табл. 3.5).
Зростання вмісту ВГ, активності системи тіольних антиоксидантів в нейрональної суспензії під дією модуляторів ТДС призводило до підвищення рівня ендогенного нейропротектора ‒ білка теплового шоку HSP70 (селеназа ‒ на 58,8%, р<0,05; глутоксим ‒ на 13,8%, р<0,05; глутаредоксін ‒ на73,6%, р<0,05)(табл.3.5).
Таким чином, застосування модуляторів ТДС (селенази, глутоксима і глуторедоксіна) в умовах нітрозативного стресу сприяє збереженню ТДР в оптимальному співідношенні його окиснених і відновлених форм. Це стабілізує роботу системи ендогенної нейропротекції, призводить до активного функціонування системи тіольних антиоксидантів і нейтралізації продуктів вільно-радикального окислення. Слід зазначити, що підвищення функціональності системи глутатіону в умовах нітрозативного стресу in vitro сприяє підвищенню біодоступності оксиду азоту, а також зменшує цитотоксичність його активних метаболітів, що відзначалося нами в зниженні рівня нітротирозину. Описані нами механізми підвищують стійкість нейрона до гіпоксії під дією досліджуваних препаратів в умовах  модельованого нітрозативного і оксидативного стресу.
Висновки до розділу 3
1. Всі досліджувані препарати мають виражену нейропротективну дію після моделювання in vitro глутаматної ексайтотоксичності, нітрозативного стресу і депривації системного рівня глутатіону, яка спрямована на зниження оксидативної нейродеструкціі і підвищення ендогенної нейропротекції.

2. Попереднє внесення в суспензію нейронів селенази, глутоксима і глутаредоксіна (10-5М) з подальшим моделюванням нейродеструкціі in vitro (глутамат, CDNB, DNIC) призводило до зниження маркерів ушкодження нейронів ‒ NR2 пептиду (р˂0,05), (селеназа на 18,8%, глутоксим на 19,6%, глутаредоксін на 68,5%); АФГ сп. (селеназа на 34%, (р˂0,05), глутоксим на 8,7%, глутаредоксін на 43,6% (р˂0,05)); КФГ сп. (селеназа на 37,1% (р˂0,05), глутоксим на 6,7%, глутаредоксін на 41,5% (р˂0,05)) і підвищення СОД (селеназа на 57% (р˂0,05), глутоксим на 7,6%, глутаредоксін на 59% (р˂0,05)); глутатіону відновленого (селеназа на 7,9-136%, глутоксим на 25,2-154%, глутаредоксін на 10,2-144%).
3. У ході порівняльного аналізу нами був визначений лідер по силі нейропротективної дії ‒ глутаредоксін, який проявив себе як найбільш ефективний з ряду досліджуваних препаратів (р˂0,05) за такими показниками як ВГ, ГР, нітротирозин, HSP70, NR-2 пептид і перевершував значення референс-препаратів мексидола і тіотриазоліну (р˂0,05) за перерахованими вище та АФГ, КФГ і ГПО. Селеназа і глутоксим перевершували референс-препарат мексидол по впливу на рівень HSP70, NR-2 пептид (р˂0,05). При депривації системного рівня глутатіону в дослідах in vitro селеназа поступався за рядом показників референс-препарату, тіотриазоліну, за рядом показників перевершував (нітротирозин, ГПО, ГР, Г-S-Т). Глутоксим за більшістю досліджуваних параметрів перевершував тіотриазолін. При моделюванні нітрозативного стресу in vitro глутоксим поступався референс-препарату тіотриазолін, а селеназа перевершував за впливом на ГПО.

4. На підставі отриманих даних in vitro нами була визначена тісна позитивна кореляційна залежність між вмістом ВГ і HSP70 білка, а також тісна негативна кореляційна залежність між маркерами нейродеструкціі і HSP70. Встановлено прямий зв'язок між зростанням внутрішньоклітинного рівня HSP70 і розвитком антиоксидантної відповіді в умовах нейродеструкціі in vitro.

5. Таким чином, експериментальні дані вказують, що препарати селеназа, глутоксим і глутаредоксін надають самостійну помірну нейропротективну дію і можуть бути використані з метою потенціювання дії базової нейропротективної терапії.
6. Ми встановили, що реалізація нейропротективних ефектів досліджуваних препаратів пов'язана з їх позитивним впливом на глутатіонову ланку ТДС і, як наслідок, ‒ підвищення активності компонентів ендогенної нейропротекції HSP70. Можливими механізмами яких є скоординована зміна експресії генів антиоксидантних ферментів (СОД), генів глутатіон-залежних ферментів (ГР, ГПО, Г-S-Т) і ферментів, які контролюють внутрішньоклітинний рівень глутатіону (γ-глутамілцістеїнсинтетази, глутатіонсинтетази, γ-глутамілтрансферази), а також генів HSP70.

7. Отримані в ході нашого дослідження дані визначають значення ТДС, як важливої мішені фармакологічної корекції станів, що супроводжуються глутаматною ексайтотоксичністю, депривацією системного рівня глутатіону, гіперпродукцією АФА, АФК і можуть служити теоретичним обгрунтуванням для розробки нових підходів до терапії ішемічного інсульту і експериментальним доказом клінічного застосування селенази , глутоксима і глуторедоксіна.
	Розділ 4. Нейропротективна дія модуляторів системи глутатіону в умовах перев'язки загальної сонної артерії 

	4.1. Визначення середньоефективної дози глутоксима, селенази, глутаредоксіна


Визначення середньоефективної дози досліджуваних препаратів проводили на моделі ГПМК. В експериментальне дослідження були включені 170 монгольських піщанок (масою 60-80г), яким була проведена одностороння перев'язка загальної сонної артерії і 70 білих безпорідних щурів (масою 180-220г) з двосторонньою перев'язкою загальних сонних артерій. В якості критеріїв визначення умовної середньоефективної дози при експериментальному ГПМК були обрані такі показники: рівень нітротирозину, ВГ, активність ГПО, ГР. Тваринам контрольної групи вводили фізіологічний розчин в еквівалентному обсязі. Взяття біологічного матеріалу для досліджень проводили на 4-ту добу після моделювання патології.
4.1.1 Визначення середньоефективної дози глутоксима при моделюванні ГПМК у монгольських піщанок 

Глутоксим вводили внутрішньочеревно в діапазоні доз 10 - 100 мг / кг ваги тварини щодня одноразово протягом усього терміну спостереження. При моделюванні ГПМК ми реєстрували значне підвищення маркера нітрозативного стресу ‒ нітротирозину, зниження рівня ВГ та зниження активності ГПО в порівнянні з групою ложно-оперованих тварин, що свідчить про розгортання реакцій нітрозативного стресу поряд зі зниженням активності системи глутатіону. Глутоксим в діапазоні доз 10 - 100 мг / кг надавав захисну дію відносно головного мозку монгольських піщанок в умовах ГПМК в різному ступені вираженості. У групі тварин з ГПМК, які отримували глутоксим в дозі 10 мг/кг, спостерігали достовірне зниження (р˂0,05) рівня нітротирозину на 56,5%, зріст рівня ВГ на 93,5% і ГПО на 44,4 %. Збільшення дози глутоксиму призвело до більш значного зниження рівня нітротирозину і збільшення рівня ВГ і ГПО та досягло максимальних значень в діапазоні доз  від 30 до 70 мг/кг(табл. 4.1)

Таблиця 4.1
Рівень нітротирозину, глутатіону відновленого, глутатіонпероксидази в цитозольної фракції головного мозку монгольських піщанок в залежності від доз глутоксиму, що вводяться в умовах гострого порушення мозкового кровообігу (М ± m, n = 10)
	Група тварин
	Нітротирозин,

нм/г тканини
	ВГ,

мкм/г білка
	ГПО, мкм/хв.*г білка

	1
	2
	3
	4

	ЛО
	10,9 ± 1,28
	4,3±0,83
	61,8 ± 2,90

	Контроль(ГПМК)
	47,60 ± 4,20**
	0,62±0,051**
	14,20 ± 1,54**

	глутоксим, 10 мг/кг
	20,7±1,04*

(-56,5%)
	1,2±0,23*

(+93,5%)
	15,5± 2,24

(+44,4%)

	глутоксим, 30 мг/кг
	13,6±0,92*

(-71,4%)
	3,0±0,29*

(+383,8%)
	23,7± 2,00*

(+66,9%)

	глутоксим, 50 мг/кг
	12,4 ± 1,15*

(-73,9%)
	3,5±0,35*

(+464,5%)
	24,9 ± 2,42*

(+75,1%)

	глутоксим, 70 мг/кг
	12,9±1,3*

(-72,9%)
	3,2±0,58*

(+416,1%)
	22,9± 1,11*

(+47,2%)

	глутоксим, 100 мг/кг
	13,9±0,79*

(-70,8%)
	2,9±0,057*

(+367,7%)
	21,2± 0,87

(+7%)


Примітки: * − p≤0,05 відповідно до контрольної групи, ** − p≤0,05 відповідно до ЛО групи
Так збільшення дози глутоксиму до 30 мг/ кг призвело до зниження нітротирозину на 71,4 %, до підвищення ВГ на 383,8% та збільшення активності ГПО на 66,9%. Подібна тенденція спостерігалася і в дозах 50 та 70 мг/кг (табл. 4.1).

Підвищення дози глутоксиму до 100 мг/кг не виявило значного збільшення нейропротекторного ефекту, про що свідчить ділянка зглажування на сплайн-графіках «доза-нітротирозин», «доза-відновлений глутатіон», «доза-глутатіонпероксидаза» (рис. 4.1, 4.2, 4.3).
Дані, наведені у таблиці 4.1, свідчать, що всі застосовані дози препарату «Глутоксим» (10, 30, 50, 70, 100 мг/кг) зменшували вміст маркера нітрозуючого стресу – нітротирозина в цитозольній фракції головного мозку піщанок з ГПМК і підвищували рівень ВГ та ГПО.
[image: image10.emf]Диаграмма рассеяния для Глутатіон відновлений, мкм/гбілка и доза глутоксим мг/кг
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Рис.4.1. Графік залежності доза «Глутоксим»-рівень ВГ
[image: image11.emf]Діаграма розсіювання для нітротірозин, нг/гтканини и доза глутоксим мг/кг
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Рис.4.2. Графік залежності доза «Глутоксим»-рівень нітротирозину

Лінійна залежність між дозою глутоксіма і нітротирозину, ВГ і ГПО простежується в діапазоні доз 30-70 мг / кг (рис.4.4).
Методом регресійного аналізу та на підставі побудованого графіку типова крива доза-ефект для групи тварин, симетрична щодо середньої точки (50% відповідь). Основні значення відповіді групи на препарат зосереджені навколо середнього значення.
[image: image12.emf]Діаграма розсіювання для ГПО,мкм/хв*гбілка і доза глутоксим мг/кг

ГПО, мкм/хв*гбілка = Сплайн
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Рис.4.3. Графік залежності доза «Глутоксим»-активність ГПО

[image: image13.emf]3М Графіки поверхонь для ГПО, мкм/хв*гбілка і Глутатіон відновлений,мкм/гбілка і доза

глутоксим мг/кг

ГПО, мкм/хв*гбілка = Відстань зважених найменьших квадратів
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Рис. 4.4. Тривимірний графік залежності доза Глутоксиму ‒ підвищення рівня відновленого глутатіону – підвищення активності ГПО в головному мозку піщанок з ГПМК

Центральна точка кривої (значення 50% відповіді) ‒ середня ефективна доза (ЕД50) - 50 мг / кг. Ця величина є найбільш точною кількісною характеристикою терапевтичної ефективності, оскільки значення 95% довірчого інтервалу тут мінімальні. Для обґрунтування ЕД50 ін'єкційного препарату глутоксим при ГПМК важливо відзначити, що саме при дозі 50 мг/кг відзначался, при співставленні з дозами 30 та 70 мг/кг, максимальний нейропротективний ефект (зниження нітротирозину і підвищення ВГ і ГПО). Чутливість більшості тварин популяції близька середнього значення. Інтервал доз, що включає основну частину кривої навколо центральної точки, іноді позначається як "потенція" препарату [32]. Невелика частина популяції в лівій частині кривої "доза-ефект" реагує на малі дози препарату. Це група надчутливих або гіперреактивних особин. Інша частина популяції в правій частині кривої реагує лише на дуже великі дози препарату. Це малочутливі, гіпореактивні або резистентні піщанки. Нахил кривої "доза-ефект", особливо поблизу середнього значення, характеризує розкид доз, що викликають ефект. Ця величина показує наскільки великою буде зміна реакції популяції на дію препарату зі зміною діючої дози [103]. Крутий нахил вказує на те, що більша частина популяції буде реагувати на препарат приблизно однаково у вузькому діапазоні доз, в той час як пологий нахил свідчить про суттєві відмінності в чутливості тварин до препарату. Форма кривої та її екстремальні точки залежать від цілого ряду зовнішніх і внутрішніх факторів, таких як стан механізмів репарації ушкоджень, оборотність викликаних ефектів і т.д. Так токсичний процес може не розвиватися до того моменту, поки не вичерпаються механізми захисту організму від чинного препарату, не наступить насичення процесів біохімічної детоксикації. Точно так насичення процесів утворення токсичних метаболітів з вихідного ксенобіотика може стати причиною виходу кривої "доза-ефект" на плато [132].
Проведенний математичний аналіз із застосуванням статистичного програмного пакету програм «STATISTICA® for Windows 6.0» (StatSoftInc., №AXXR712D833214FAN5) показав, що глутоксим при внутрішньоочеревинному введенні піщанкам з ГПМК чинить достовірну (р˂0,05) нейропротекторну дію в інтервалі доз 30−70 мг/кг, при цьому ЕД50 складає 50 мг/кг.
4.1.2. Визначення середньоефективної дози селенази при моделюванні ГПМК у білих безпорідних щурів
Згідно з вимогами табуляції класів токсичності селенит натрію відноситься до другого класу токсичності - LD50 становить 3 мг / кг.

Гостра церебральна ішемія, яка розвивається в головному мозку щурів з модельною патологією, супроводжується підвищенням нітротирозину в 6,8 разів (р˂0,05) у порівнянні з групою ЛО та зниженням рівня ВГ на 179% (р˂0,05) і активності ГПО на 40,6% (р˂0,05).

Терапія селеназою в діапазоні доз 10-200 мкг/кг, надавал нейропротекторний ефект, різного ступеню вираженості, що проявлялося в підвищенні рівня ВГ, активності ГПО і зниженні вмісту нітротирозину. Так введення селенази в дозі 10 мкг/кг призвел до зростання ВГ на 80% (р˂0,05), ГПО ‒ на19,2% і зниження нітротирозину ‒ на 17,4% (табл.4.2).

Таблиця 4.2

Рівень нітротирозину, глутатіону відновленого, глутатіонпероксидази в цитозольної фракції головного мозку щурів залежності від доз селенази, що вводяться в умовах гострого порушення мозкового кровообігу

(М ± m, n = 10)
	Група тварин
	Нітротирозин,

нм/г тканини
	ВГ,

мкм/г білка
	ГПО, мкм/хв.*г білка

	1
	2
	3
	4

	ЛО
	17,4±1,5
	4,8±0,12
	67,5±5,3

	Контроль(ГПМК)
	118,7±10,3**
	1,0±0,09**
	40,1±3,1**

	селеназа, 10 мкг/кг
	98,4±5,3

(-17,4%)
	1,8±0,12*

(+80%)
	47,8±4,0

(+19,2%)

	селеназа, 25 мкг/кг
	82,4±6,3*

(-30,6%)
	3,2±0,10*

(+220%)
	58,1±3,7*

(+44,8%)

	селеназа, 50 мкг/кг
	60,6±5,2*

(-49%)
	4,3±0,15*

(+330%)
	77,2±5,1*

(+92,5%)

	селеназа, 100 мкг/кг
	61,5±6,0*

(-48,1%)
	4,0±0,12*

(+300%)
	76,1±6,0*

(+89,77%)

	селеназа, 200 мкг/кг
	63,1±4,1*

(-46,8%)
	4,1±0,10*

(+310%)
	74,7±5,3*

(+86,3%)


Примітки: * − p≤0,05 відповідно до контрольної групи, ** − p≤0,05 відповідно до ЛО групи

Збільшення дози селенази призвело до більш значного підвищення маркерів ТДС і зниження маркера нітрозативного стресу, максимальний ефект щодо досліджуваних показників простежувався в діапазоні доз починаючи з 25 до 100 мкг / кг. Підвищення дози до 200 мкг / кг не надавало більший нейропротекторний ефект, про що свідчать аналогічні показники досліджуваних маркерів, що наочно виражається в ділянці згладжування на графіках «доза-нітротирозин», «доза-ВГ», «доза-ГПО» (рис.4.5).
[image: image14.emf]Діаграма розсіювання для Нітротирозин нм/гтканини і Доза селенази мкг/кг
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Рис.4.5. Графік залежності доза «Селеназа»-рівень нітротирозину

Для встановлення взаємозв'язку між показниками нітротирозину, ВГ, ГПО, в залежності від дози селенази, була побудована 3D модель, у результаті чого виявлена лінійна залежність в діапазоні доз 25-100 мкг / кг. 

За допомогою функції поліноміальної апроксимації, побудови сплайн-графіків і методу математичного аналізу встановлено, що центральна точка кривої (значення 50% відповіді) ‒ середня ефективна доза (ЕД50) - 50 мкг / кг. Ця величина є найбільш точною кількісною характеристикою терапевтичної ефективності, оскільки значення 95% довірчого інтервалу тут мінімальні ( рис 4.6, 4.7, 4.8)[103].
[image: image15.emf]Діаграма розсіювання для Відновлений глутатіон мкм/гбілка и Доза селенази мкг/кг
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Рис.4.6. Графік залежності доза «Селеназа»-рівень ВГ

[image: image16.emf]Диаграма розсіювання для ГПО, мкм/хв*гбілка и Доза селенази мкг/кг
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Рис.4.7. Графік залежності доза «Селеназа»-активність ГПО

Для обґрунтування ЕД50 ін'єкційного препарату селеназа при ГПМК важливо відзначити, що саме при дозі 50 мкг/кг відзначався, при співставленні з дозами 25 та 100 мкг/кг, максимальний нейропротективний ефект (зниження нітротирозину і підвищення ВГ і ГПО).
[image: image17.emf]3М Графіки поверхонь для Нітротирозин нм/гтканини і ГПО, мкм/хв*гбілка і доза глутоксим мг/кг

Нітротирозин нм/гтканини = Відстань зважених найменьших квадратів
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Рис. 4.4. Тривимірний графік залежності доза селенази – зниження рівня нітротирозину ‒ підвищення активності ГПО в головному мозку щурів з ГПМК

Чутливість більшості тварин в популяції близька середнього значення. Інтервал доз, що включає основну частину кривої навколо центральної точки, іноді позначається, як "потенція" препарату. Невелика частина популяції в лівій частині кривої "доза-ефект" реагує на малі дози препарату. Це група надчутливих або гіперреактивних особин. Інша частина популяції в правій частині кривої реагує лише, на дуже великі дози препарату. Це малочутливі, гіпореактивні або резистентні щури. Нахил кривої "доза-ефект", особливо поблизу середнього значення, характеризує розкид доз, що викликають ефект. Ця величина показує, наскільки великим буде зміна реакції популяції на дію препарату зі зміною діючої дози [32]. Крутий нахил вказує на те, що більша частина популяції буде реагувати на препарат приблизно однаково у вузькому діапазоні доз, в той час як пологий нахил свідчить про суттєві відмінності у чутливості тварин до препарату. Форма кривої і її екстремальні точки залежать від цілого ряду зовнішніх і внутрішніх факторів, таких як стан механізмів репарації ушкоджень, оборотність викликаних ефектів і т.д. Так, токсичний процес може не розвиватися до того моменту, поки не вичерпаються механізми захисту організму від чинного препарату, не наступить насичення процесів біохімічної детоксикації. Точно також насичення процесів утворення токсичних метаболітів з вихідного ксенобіотика може стати причиною виходу кривої "доза-ефект" на плато[132].
Проведенний математичний аналіз зі застосуванням статистичного програмного пакету EXCEL (Microsoft Corp., США) «STATISTICA® for Windows 6.0» (StatSoftInc., №AXXR712D833214FAN5), а також «SPSS 16.0», «Microsoft Office Excell 2003», показав, що селеназа при внутрішньочеревному введенні щурам з ГПМК чинить достовірну нейропротекторну дію в інтервалі доз 25−100 мкг/кг, при цьому ЕД50 складає 50 мкг/кг.

4.1.3. Визначення середньоефективної дози глутаредоксіна при моделюванні ГПМК у монгольських піщанок

Терапія глутаредоксіном в діапазоні доз 100-300 мкл/кг(0,2-0,6мг/кг), надавала нейропротекторний ефект, різного ступеню вираженості, що проявлялося в підвищенні рівня ВГ, активності ГР і зниженні вмісту нітротирозину.Так введення глутаредоксіну в дозі 100 мкл / кг призвело до зростання ВГ на 196% (р˂0,05), ГР ‒ на 26% і зниження нітротирозину на 53,5% (р˂0,05)(табл.4.2). Збільшення дози глутаредоксіна призвело до більш значного підвищення маркерів ТДС і до зниження маркера нітрозативного стресу, максимальний ефект щодо досліджуваних показників простежувався в діапазоні доз починаючи з 150 до 250 мкл/кг(нітротирозин -58% ‒ -74%; глутатіон відновлений + 246% ‒ +320%; глутатіонредуктаза +36,6% ‒ +50%), що виявилось статистично значущим відносно групи контролю (табл. 4.3). Підвищення дози до 300 мкл/кг не надавало більший нейропротекторний ефект, про що свідчать динаміка змін ВГ, ГР та нітротирозину та аналогічні показники досліджуваних маркерів в дозах 250 та 300 мкл/кг, що наочно виражається в ділянці згладжування на графіках доза-нітротирозин, доза-ВГ, доза-ГР (рис.4.9, 4.10, 4.11). 

Таблиця 4.3

Рівень нітротирозину, глутатіону відновленого, глутатіонредуктази в цитозольної фракції головного мозку монгольських піщанок в залежності від доз глутаредоксіну, що вводяться в умовах гострого порушення мозкового кровообігу (М ± m, n = 10)
	Група тварин
	Нітротирозин,

нм/г тканини
	ВГ,

мкм/г білка
	ГР, 
мкм/хв.*г білка

	1
	2
	3
	4

	ЛО
	10,90 ± 1,28
	4,30±0,83
	61,80 ± 2,90

	Контроль(ГПМК)
	47,60 ± 4,20 **
	0,62±0,051 **
	14,20 ± 1,54 **

	глутаредоксін, 100 мкл/кг(0,2мг)
	22,13±1,56*
(-53,5%)
	1,84±0,54*
(+196%)
	17,90± 1,39
(+26%)

	глутаредоксін, 150 млг/кг(0,3мг)
	19,90±2,5*
(-58,2%)
	2,15±0,36*
(+246%)
	19,40± 1,41*
(+36,6*%)

	глутаредоксін, 200 мкл/кг(0,4мг)
	11,90 ± 1,13*
(-75%)
	2,63± 0,14*
(+324%)
	21,80±1,7*

(+53,5%)

	глутаредоксін, 250 мкл/кг(0,5мг)
	12,30±1,86*
(-74,2%)
	2,61±0,21*
(+320%)
	21,30± 1,44*
(+50%)

	глутаредоксін, 300 мкл/кг(0,6мг)
	12,40±1,13*
(-73,(%)
	2,62±0,19*
(+322%)
	21,10± 1,11*
(+48,6%)


Примітки: * − p≤0,05 відповідно до контрольної групи, ** − p≤0,05 відповідно до ЛО групи

[image: image18.emf]Диаграма розсіювання для Нітротирозин нм/гтканини і Доза глутаредоксін мкл/кг
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Рис.4.9. Графік залежності доза глутаредоксін-рівень нітротирозину

[image: image19.emf]Диаграма розсіювання для Відновлений глутатіон мкм/гбілка і Доза глутаредоксін мкл/кг
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Рис.4.10. Графік залежності доза глутаредоксін-рівень ВГ

[image: image20.emf]Диаграма розсіювання для ГР, мкм/хв*гбілка і Доза глутаредоксін мкл/кг
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Рис.4.11. Графік залежності доза глутаредоксін-активність ГР

Для встановлення взаємозв'язку між показниками нітротирозину, ВГ, ГР, в залежності від дози глутаредоксіна була побудована 3D модель, в результаті чого виявлена лінійна залежність в діапазоні доз 150-250 мкл/кг (рис. 4.12).

[image: image21.emf]3М Графіки поверхонь для ГР, мкм/хв*гбілка і Нітротирозин нм/гтканини і Доза

глутаредоксін мкл/кг

ГР, мкм/хв*гбілка = Відстань зважених найменьших квадратів
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Рис. 4.12. Тривимірний графік залежності доза глутаредоксіну ‒ зниження рівня нітротирозину ‒ підвищення активності ГР в головному мозку піщанок з ГПМК.

За допомогою функції поліноміальної апроксимації, побудови сплайн-графіків і методом математичного аналізу встановлено, що центральна точка кривої (значення 50% відповіді) - середня ефективна доза (ЕД50) - 200 мкл/кг. Ця величина є найбільш точною кількісною характеристикою терапевтичної ефективності, оскільки значення 95% довірчого інтервалу тут мінімальні [32,103,132].

Для обґрунтування ЕД50 субстанції глутаредоксін-1 при ГПМК важливо відзначити, що саме при дозі 200 мкл/кг відзначався, при співставленні з дозами 150 та 250 мкл/кг, максимальний нейропротективний ефект (зниження нітротирозину і підвищення ВГ і ГР). Чутливість більшості тварин в популяції близька середнього значення. Інтервал доз, що включає основну частину кривої навколо центральної точки, іноді позначається як "потенція" препарату. Невелика частина популяції в лівій частині кривої "доза-ефект" реагує на малі дози препарату. Це група надчутливих або гіперреактивних особин. Інша частина популяції в правій частині кривої реагує лише на дуже великі дози препарату [32,103,132]. Це малочутливі, гіпореактивні або резистентні піщанки. Нахил кривої "доза-ефект", особливо поблизу середнього значення, характеризує розкид доз, що викликають ефект. Ця величина показує, наскільки великим буде зміна реакції популяції на дію препарату зі зміною діючої дози. Крутий нахил вказує на те, що більша частина популяції буде реагувати на препарат приблизно однаково у вузькому діапазоні доз, в той час як пологий нахил свідчить про суттєві відмінності в чутливості тварин до препарату. Форма кривої і її екстремальні точки залежать від цілого ряду зовнішніх і внутрішніх факторів, таких як стан механізмів репарації ушкоджень, оборотність викликаних ефектів і т.д. Так, токсичний процес може не розвиватися до того моменту, поки не вичерпаються механізми захисту організму від чинного препарату, не наступить насичення процесів біохімічної детоксикації. Точно також насичення процесів утворення токсичних метаболітів з вихідного ксенобіотика може стати причиною виходу кривої "доза-ефект" на плато [32,103,132].
Проведенний математичний аналіз зі застосуванням статистичного пакету програм «STATISTICA® for Windows 6.0» (StatSoftInc., №AXXR712D833214FAN5) показав, що глутаредоксін при внутрішньоочеревинному введенні піщанкам з ГПМК чинить достовірну нейропротекторну дію в інтервалі доз 150−250 мкл/кг, при цьому ЕД50 складає 200 мкл/кг.

4.2. Дослідження антиоксидантної активності модуляторів тиол-дисульфідної системи: селенази, глутоксима і глутаредоксіна в гострому періоді (4 доба) експериментальної церебральної ішемії
Результати проведених нами досліджень вказують на те, що моделювання гострого порушення мозкового кровообігу призводить до активації оксидативного і нітрозативного стреса в головному мозку монгольських піщанок. Так, у тварин з ГПМК на 4-ту добу експерименту реєстрували зниження активності ферментів антиоксидантної системи (каталази - 43,9%, р˂0,05; СОД -31,96%,р˂0,05, ГР-73,3%,р˂0,05, ГПО-77%,р˂0,05), в порівнянні з групою ложно-оперованих тварин(табл.4.4). 
Таблиця 4.4

Вплив модуляторів системи глутатіону на показники оксидативного, нітрозативного стресу та цитокінів в тканинах головного мозку тварин з ГПМК на 4-ту добу експерименту(М±m)
	Показники
	ЛО,
n=13
	Контрольна
група

(ГПМК),
n=15
	ГПМК+

селеназа

50 мкг/кг,

n=15
	ГПМК+

глутоксим

50 мг/кг,

n=15
	ГПМК+

глутаредоксін

200мкл/кг,

n=15
	ГПМК+

пірацетам
500 мг/кг,

 n=13

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	нітротирозин,

нм/г тканини
	10,9±1,28
	47,6 ± 4,2**
	21,4 ±2,24*#
	12,4 ± 1,15*#
	11,9 ± 1,13*#
	45,0 ± 3,52

	нітрити,

мкм/гтканини
	23,3±1,32
	40,9±1,98**
	31,1 ± 2,1*
	24,6 ± 1,08*
	24,1 ± 1,72*
	37,9 ± 1,2

	АФГ,

у.о./г білка
	1,47±0,17
	3,31±0,26**
	2,00 ± 0,19*#
	1,68±0,12*#
	1,51± 0,17*#
	2,80± 0,2

	КФГ,

у.о./г білка
	0,55±0,04
	1,66±0,15**
	0,84± 0,07*#
	0,79 ±0,50*#
	0,61 ± 0,05*#
	1,20 ± 0,16

	СОД,

у.о./хв.*мг
білка
	244,3±9,4
	166,2±4,5**
	216,0± 6,5*
	203,1± 4,5*
	221,4±4.71*
	168,4 ± 4,1

	каталаза,

мкат/мг білка
	8,2 ± 0,26
	4,6 ± 0,22**
	5,9 ± 0,23*
	5,7 ± 0,21*
	6,3 ± 0,43*
	4,9 ± 0,22

	ГР,мкм/хв.*г
білка
	19,5±1.35
	5,2±0,72**
	10,1±0,85*#
	9,2 ±0,57*#
	21,8±1,7*#²
	5,5±0,6

	ГПО, мкм/хв.*г
білка
	61,80±2.9
	14,20±1,54**
	31,70± 2,2*#³
	24.87±2.42*#
	25,93±2,77*#
	19,03±1,42*

	TNF-α,

пг/мл
	0,17±0,06
	0,79±0,18**
	0,24±0,026*#
	0,19±0,038*#¹
	0,54±0,2*
	0,70±0,18

	IL-1β,

пг/мл
	0,16±0,05
	0,40±0,13**
	0,39±0,057
	0,37±0,076
	0,31±0,12
	0,39±0,12

	IL-4,

пг/мл
	12,90±0,25
	7,05±0,14**
	7,88±0,52*#
	8,72±1,28*#
	8,44±0,75*#
	7,00±0,25


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA(критерій Краскела-Уолліса),*−p≤0,05 відповідно до контрольної групи, **−p≤0,05 відповідно до ЛО групи,#−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам,¹−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала селеназу,глутаредоксін,²−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала селеназу, глутоксим,³−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала глутоксим, глутаредоксін.
Вивчення процесів ОМБ в тканинах головного мозку в умовах НМК показало значне підвищення рівня маркерів деструкції білкових молекул. Так у групі контрольних тварин рівень ранніх маркерів ушкодження білків (АФГ) підвищувався на 125,2% (р˂0,05), відносно значень ложно-оперованої групи. Зміст кетонфенілгідразонів (КФГ) також підвищувався на 201,8% (р˂0,05) на 4-ту добу експерименту. На тлі виснаження антиоксидантної системи організму відзначається зростання маркерів нітрозуючого стресу ‒ рівень стабільного метаболіту оксиду азоту нітротирозину вище в 4,36 разів (р˂0,05), а загальних нітритів на 75,5% (р˂0,05) у порівнянні з групою ложно-оперованих тварин на ці терміни спостереження (табл.4.4).
В умовах оксидативного стресу АФК атакує макромолекули клітинної мембрани нейрона, що призводить до їх окислювальної модифікації та деструкції. Пероксидні продукти окислення мембранних ліпідів порушують регулярне пакування мембранного бішару і викликають утворення в мембрані дефектних зон [10,169]. Окислювальна модифікація білкових молекул призводить до порушення здатності мембран генерувати, проводити нервовий імпульс, до порушення рецепторних, медіаторних, енергетичних, секреторних і метаболічних систем клітини [84,111]. Накопичення нейротоксичних продуктів оксидативного і нітрозативного стресів призводить до ініціації і активного протікання апоптозу і, в кінцевому підсумку, ‒ до формування стійкого неврологічного та когнітивного дефіциту і загибелі нейрона [15]. 

Введення модуляторів тіол-дисульфідної ситеми тваринам з ГПМК призвело до гальмування реакцій оксидативного і нітрозативного стресу, різного ступеню вираженості. Так на тлі введення препаратів відзначено зниження маркерів ОМБ і нітрозативного стресу: глутоксим АФГ ‒ на 49,2% (р˂0,05), КФГ ‒ на 52,4% (р˂0,05), нітротирозин ‒ на 73,9% (р˂0,05), загальні нітрити ‒ на 39,9% (р˂0,05); селеназа АФГ ‒ на 39,6% (р˂0,05), КФГ ‒ на 49,4% (р˂0,05), нітротирозин ‒ на 55% (р˂0,05), загальні нітрити ‒ на 23,9% (р˂0,05). Глутаредоксін виявив більш виражену дію. На користь цього свідчать зниження рівнів АФГ ‒ на 54,4% (р˂0,05), КФГ ‒ на 63,3% (р˂0,05), нітротирозину ‒ на 75% (р˂0,05), загальних нітритів ‒ на 41,1% (р˂0,05) по відношенню до контрольних значень. У групі тварин, які отримували пірацетам статистично значущих відмінностей від групи контролю не спостерігалося (за винятком впливу на активність ГПО) і вони носили лише характер тенденції.
Вважається, що окислювальна модифікація білка є найбільш важливою ланкою патогенезу ішемії головного мозку. Окислення білкових макромолекул рецепторів, іонних каналів призводить до порушення генерації, передачі і розпізнавання нервового імпульсу, до порушення функціональної активності нейронів і, в кінцевому підсумку, ‒ до розвитку неврологічного та когнітивного дефіциту [15]. Окислені білки здатні виступати в якості додаткового джерела вільних радикалів і виснажувати запаси внутрішньоклітинних антиоксидантів ‒ аскорбінової кислоти, глутатіону, що ще більше посилює їх негативний внесок в нейродеструкцію [187]. Продукти вільно-радикального окислення білків також опосередковують окислювальні пошкодження ДНК, призводять до зниження функції білків в ланцюгу переносників електронів, до зниження активності АТФази, до зниження вибірковості дії транспортних пор. Зміна редокс-потенціалу мітохондріальної мембрани може відображатися на дисфункції каскаду дихального ланцюга, порушуючи метаболізм в нейрональній клітині [138]. 

На тлі посиленої активації окисної модифікації білків в умовах моделювання ГПМК відбувається пригнічення основних антиоксидантних ферментів ‒ супероксиддисмутази (СОД) і каталази, а також значна активація вільно-радикального окислення. Проведення терапії досліджуваними препаратами призводило до підвищення активності показників в системі антиоксидантних ферментів: при введенні тваринам глутоксима активність СОД підвищувалася на 22,2% (р˂0,05), каталаза ‒ на 23,9% (р˂0,5) щодо відповідних значень контрольної групи. Селеназа і глутаредоксін надали більш виражений ефект щодо зазначених маркерів. Після терапії селеназою рівень СОД збільшився на 29,9% (р˂0,05), каталаза ‒ на 28,3% (р˂0,05), глутаредоксін СОД ‒ на 33,2% (р˂0,05) і каталази ‒ на 36,9 % (р˂0,05). Слід зазначити, що досліджувані препарати та глутаредоксін статистично значимо підвищували рівень ГПО та ГР (табл.4.4).
Отримані результати вказують на наявність у селенази і глутаредоксіна вираженої антиоксидантної активності в умовах порушення мозкового кровообігу. За силою терапевтичного ефекту глутаредоксін перевершував значення, характерні для селенази як препарату з уже відомою антиоксидантною активністю. Застосування пірацетаму в якості референс- препарату підтвердило здатність цього препарату нормалізувати активність ключових антиоксидантних ферментів і знижувати ступінь гіпоксії пошкодження мозкової тканини в умовах експериментального ГПМК. Однак, отримані результати вказують, що пірацетам поступається за своєю ефективністю всім трьом досліджуваним препаратам (табл.4.4).
Локальне запалення є обов'язковим наслідком оксидативного і нітрозативного стресу, що розвивається внаслідок ішемії мозку і призводить до активації мікроглії [153]. Активована мікроглія є джерелом гіперпродукції АФА, АФК і індуцібельної NOS [196]. В отриманому нами на 4 добу ішемії гомогенаті мозку монгольських піщанок відзначено статистично значуще (р˂0,05) підвищення рівня TNF-α (в 4,6 разів), IL-1β (в 2,5 рази). Рівень IL-4 знизився на 82,9% (р˂0,05) в порівнянні з ложно-оперованими тваринами, що свідчить про наявність локальної запальної реакції (табл.4.4).
Курсова терапія модуляторами системи глутатіону призводить до статистично значимого (р<0,05) підвищення вмісту протизапального IL-4 (селеназа на 11,8%, глутоксім на 23,7% і глутаредоксін на 19,7% в порівнянні з групою контролю). Таке підвищення IL-4 пригнічує прозапальну активність макрофагів і секретцію ними TNF-α і IL-1β, а також IL-4 стимулює зростання рівня нейротрофічних фактора мозку BDNF [144]. Це виражається в достовірному (р<0,05) зниженні вмісту TNF-α у всіх досліджуваних препаратів (селеназа на 69,6%, глутоксім на 75,9%, глутаредоксін на 31,6%), в порівнянні з контрольною групою. Зниження рівня IL-1β не показало статистично значущих відмінностей в порівнянні з групою контролю і носило лише характер тенденції. Достовірне зниження TNF-α під дією селенази, глутоксима, глутаредоксіна запобігає цітокін-опосередкованому підвищенню активності індуцібельної NOS. Всі зміни внаслідок проведеної терапії призводять до обмеження гіперпродукції токсичних дериватів оксиду азоту, до підвищення біодоступності NO і зниження цитотоксичного набряку в зоні пенумбри.
Досліджувані модулятори системи глутатіону надають антиоксидантну дію в умовах ГПМК позитивно впливаючи на окремі ланки-мішені цієї системи. Сила цієї дії безпосередньо залежить від значимості цих ланок у механізмах ендогенної нейропротекції і нейропластичності [15]. 
Так селеназа, активуючи селензалежну ГПО, знижує рівень пероксидних сполук, а також здатна знижувати рівень прозапальних медіаторів, утворених на ГПО-регульованій ділянці ліпоксігеназного шляху. Останній механізм антиоксидантної дії селенази обмежує експресію iNOS і продукцію цитотоксичних дериватів NO [255,261,262]. Однак, судячи з рівня нітротирозину в групі селенази, ця ланка регуляції нітрозативного стресу не є пріоритетною, тому що надлишок АФК пригнічують експресію, а не активність ГПО [302]. Крім того, нітрозативний стрес може ініціюватися не тільки лейкотриєнами, але  й іншими молекулярними факторами [29]. 
Глутоксим опосередковано через придушення експресії прозапальних факторів - TNF-α, можливо, гальмує сигнальні шляхи мітоптоза і формування мітохондріальної дисфункції і, таким чином, гальмує НАДН-оксиредуктазну продукцію АФК біоенергетичними реакціями мітохондрії [289,291]. Глутоксим також значно пригнічує TNF-α - залежну експресію iNOS та ініціацію нітрозативного стресу. Глутоксим захищає мембрани мітохондрій від шкідливої дії вільних радикалів, як субстрат для ГР, γ-глутамілтранспептидази і реакції S-глутатіонілювання [8,290,291]. Глутоксим, будучи структурним аналогом глутатіону окисненого і впливаючи на набільш важливі ланки-мішені, по ряду показників перевершує селеназу (нітротирозин) [289,245,216].
Глутаредоксін вносить істотний внесок в регуляцію сигнальної трансдукції через співвідношення процесів глутатіонілювання і деглутатіонілювання. Коли значення відношення GSH/GSSG знижено, глутаредоксін тимчасово може здійснювати процес S-глутатіонілювання, а при зниженні дії окисного стресу ‒ каталізує реакцію деглутатіонілювання [256]. Тіоли активного центру глутаредоксіна формують комплекси з залізо - сірчаними кластерами (Grx2/Fe-S), які є редокс-сенсорами: при високих значеннях GSH/GSSG глутаредоксін утримується їм в неактивному стані, а ось вивільнення ферментативно активного Grx відбувається при окислювальному зсуві клітинного редокс-статусу [98]. Також літературні джерела відзначають у глутаредоксіна здатність виступати в якості сенсорного фактора регуляції сигнальних каскадів МАР-кіназ JNK1 і р38, чутливого до редокс-статусу мікрооточення [161,205,206].

4.3. Вплив модуляторів системи глутатіону: селенази, глутоксима і глутаредоксіна на енергетичний обмін головного мозку в умовах експериментального ГПМК
Дефіцит кисню при церебральної ішемії в тканинах головного мозку призводить до гальмування реакцій аеробного гліколізу, що знижує в першу чергу енергозабезпечення нейронів, а гіперпродукція ексайтотоксичних амінокислот і активація вільно-радикального окислення пошкоджує мембрани мітохондрій, призводячи до мітохондріальної дисфункції і відкриттю гігантської пори [58,93]. Ряд авторів відводить мітохондріальній дисфункції значну роль в патогенезі розвитку постішемічних порушень [155]. Цей факт дозволяє розглядати мітохондріальну дисфункцію, як мішень для фармакологічної корекції в умовах церебральної ішемії [82].

Моделювання гострого порушення мозкового кровообігу призвело до типових ішемічних порушень енергетичного метаболізму мозку ‒ енергодефіциту, активації анаеробного гліколізу, дискоординації в циклі Кребса (табл.4.5)[168]. Визначення вмісту макроергічних фосфатів в тканинах мозку на 4-ту добу експерименту показало значне зниження рівнів АТФ на 60,8% (р˂0,05) і АДФ на 42,5% (р˂0,05). Рівень АМФ, який є прооксидантом, в групі контролю відрізнявся від рівня в групі ложно-оперованих - був вище на 91,7% (р˂0,05), що додатково посилює агресивні наслідки оксидативного стресу в постішемічній зоні(табл.4.5) [156].

Таблиця 4.5 

Вплив модуляторів системи глутатіону на показники біоенергетики в тканинах головного мозку тварин з ГПМК на 4-ту добу експерименту(М±m; Q50,(Q25;Q75))
	Показники
	ЛО,
n=13
	Контрольна
група

(ГПМК),
n=15
	ГПМК+

селеназа

50 мкг/кг,

n=15
	ГПМК+

глутоксим

50 мг/кг,

n=15
	ГПМК+

глутаредоксін

200мкл/кг,

n=15
	ГПМК+

пірацетам
500 мг/кг,

 n=13

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	АТФ,

мкмоль/г тканини 
	2,32 ± 0,09
2,9

(2,8÷3,1)
	0,91± 0,05**
0,94

(0,67÷1,1)
	1,65± 0,12*
1,7

(1,5÷1,8)
	1,87± 0,11*
1,89

(1,5÷2,0)
	1,91±0,09*#

1,9

(1,8÷1,9)
	1,49± 0,12*
1,6

(1,4÷1,7)

	АДФ, мкмоль/г тканини
	0,40 ± 0,02
0,34

(0,32÷0,4)
	0,23±0,02**
0,2

(0,12-0,34)
	0,30 ±0,04*
0,35

(0,23÷0,4)
	0,38±0,03*
0,35

(0,24÷0,43)
	0,40 ±0,04*#
0,4

(0,39÷0,48)
	0,27± 0,04
0,28

(0,15÷0,39)

	АМФ, мкмоль/г тканини
	0,12 ± 0,01
0,11

(0,09÷0,13)
	0,23±0,01**
0,20
(0,15÷0,24)
	0,13 ± 0,01*
0,12

(0,10÷0,15)
	0,12 ± 0,01*#
0,12

(0,09÷0,14)
	0,10±0,013*#²
0,09

(0,08÷0,1)
	0,16 ± 0,01
0,14

(0,12÷0,19)

	лактат,

мкмоль/г тканини
	2,1± 0,1
2,09

(1,8÷2,3)
	8,1± 0,18**
8,4

(6,2÷9,9)
	5,1± 0,28*#
4,6

(3,9÷6,1)
	4,8 ± 0,12*#
4,3

(3,9÷5,5)
	4,9± 0,11*#
4,8

(4,1÷5,9)
	12,3±0,41*
12,4

(11,4÷13,6)

	піруват, мкмоль/г тканини
	0,44 ± 0,08
0,44

(0,43÷0,47)
	0,22±0,02**
0,15

(0,13÷0,3)
	0,33 ± 0,02*
0,35

(0,23÷0,41)
	0,37 ± 0,02*
0,39

(0,24÷0,41)
	0,35± 0,12*
0,37
(0,22÷0,41)
	0,30± 0,02
0,23

(0,19÷0,41)

	малат, мкмоль/г тканини
	0,38 ± 0,03
0,38

(0,31÷0,41)
	0,19± 0,01**
0,19

(0,18÷0,22)
	0,29± 0,04*
0,27

(0,22÷0,39)
	0,47 ±0,02*#¹
0,43

(0,39÷0,54)
	0,32± 0,11*
0,38

(0,24÷0,41)
	0,20 ± 0,02
0,22

(0,19÷0,24)

	Циклоспорин-А-чутливе поглинання) 
	1,05±0,05
1,05

(1,00÷1,07)
	0,21±0,11**

0.213

(0,097÷0,25)
	0,44±0,19*

0,30

(0,26÷0,64)
	0,45±0,14*

0,52

(0,29÷0,55)
	0,45±0,19*

0,34

(0,29÷0,64)
	0,36±0,05
0,3

(0,25÷0,32)

	Мембранний заряд,сафронін –О, Ψ 
	0,192±0,11
0,190

(0,189÷0,195)
	0,047±0,09**
0,05
(0,033÷0,55)
	0,125±0,09*
0,100

(0,095÷0,15)
	0,156±0,11*
0,145

(0,13÷0,173)
	0,164±0,1*
0,160

(0,152÷0,175)
	0,053±0,09
0,05

(0,045÷0,064)


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA(критерій Краскела-Уолліса),*−p≤0,05 відповідно до контрольної групи, **−p≤0,05 відповідно до ЛО групи,#−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам,¹−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала селеназу,глутаредоксін,²−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала селеназу.
Застосування селенази, глутоксима і глутаредоксіна при ГПМК внесло позитивний ефект щодо досліджуваних показників, що виражалося в підвищенні змісту АТФ і АДФ в порівнянні з контрольними значеннями: глутоксим на 105,5%; 65,2%,(р<0,05) відповідно, селеназа на 81,3% і 30,4% (р<0,05) відповідно Слід зазначити, що найбільш ефективним виявився глутаредоксін. Так проведення фармакотерапії глутаредоксіном сприяло активації синтезу АТФ, на що вказує підвищення останнього показника в 2,1 рази (р˂0,05). Зазначені зміни при терапії глутаредоксіном супроводжувалися зменшенням рівня АМФ на 56,5% (р˂0,05). У дії пірацетаму відзначався подібний ефект за спрямованістю, але менш виражений по силі. Так нами було зареєстровано підвищення рівня АТФ на 63,7%, а ось значення АМФ не виявилося статистично значущим в порівнянні з групою контролю (табл.4.5). З метою більш повного розуміння глибини енергетичного дисбалансу в умовах ГПМК на підставі отриманих результатів були розраховані додаткові параметри енергообміну: Е3, ЕП, ІФ та ТКД (табл.4.6)[31]. 
Таблица 4.6 

Вплив модуляторів ТДС і пірацетаму на параметри енергообміну в цитозольної фракції головного мозку монгольских піщанок з церебральною ішемією, (M ± m)
	Група тварин
	Енерге- тичний
заряд
	Енерге-

тичний
потенціал
	Індекс фосфор илювання
	Термодинамичний
контроль

дихання

	1
	2
	3
	4
	5

	Ложно-оперовані тварини (n=13)
	0,88± 0,14
	5,80± 0,31
	4,46± 0,53
	3,33±0,23

	Тварини з ГПМК, (n=15)
	0,74± 0,12**
	3,90±0,17**
	1,97±0,53**
	1,00±0,15**

	Тварини з ГПМК+

глутоксим 50 мг/кг, (n=15)
	0,87± 0,11*
	4,92±0,22*
	3,74±0,51*
	3,16±0,21*

	Тварини з ГПМК+ селеназа 50 мкг/кг, (n=15)
	0,86±0,13*
	5,50±0,25*
	3,83±0,52*
	2,30±0,23*

	Тварини з ГПМК+ 

глутаредоксін 200 мкл/кг, (n=15)
	0,87 ± 0,09*
	5,60±0,17*
	3,91 ± 0,3*
	3,28 ± 0,16*

	Тварини з ГПМК+ пирацетам 500 мг/кг, (n=13)
	0,84± 0,11*
	4,20± 0,31
	3,04±0,51
	2,50±0,53


Примітки: * − p≤0,05 відповідно до контрольної групи, ** − p≤0,05 відповідно до ЛО групи
Так енергетичний заряд (ЕЗ), який є показником ступеня наповнення системи АТФ - АДФ - АМФ високоенергетичними зв'язками, в групі контрольної патології був нижче показника ложно-оперованих тварин на 15,9% (табл. 4.6). Це свідчить про превалювання енерговитратних процесів над енергообразуючими, що в кінцевому підсумку веде до загибелі клітин головного мозку в умовах енергодефіциту [31]. Подібна динаміка відзначалася для показників індексу фосфорилювання (ІФ), енергетичного потенціалу (ЕП) і термодинамічного контролю дихання (ТДК) (табл. 4.6). ІФ, який характеризує співідношення змісту АТФ до концентрації інших аденілових нуклеотидів, знижувався в 2,26 разів (р˂0,05). Показник ТДК, який відображає залежність активності дихального ланцюга мітохондрій від інтенсивності фосфорилювання, знижувався щодо значень ложно-оперованих тварин в 3,33 разів (р˂0,05). 

Курсове введення модуляторів ТДС підвищує рівень ЕЗ на 17,6% (р˂0,05) для глутоксима і глутаредоксіна, та на 16,2% (р˂0,05) ‒ для селенази по відношенню до контрольних тварин. Значення цього показника в експериментальних групах перевищує такий в групі референс - препарату. На 4 добу експерименту виявлено різке зниження ЕП в контрольній групі (на 32,8%), що свідчить про зниження активності дихального ланцюга мітохондрій. Застосування досліджуваних препаратів в експериментальних групах сприяло корекції мітохондріальної дисфункції і статистично значимому підвищенню (р˂0,05) ЕП (глутоксим на 26,2% селеназа на 41%, глутаредоксін на 43,6%), що може свідчити про здатність у досліджуваних препаратів попереджати зниженню швидкості дихання мітохондрій [15,31]. У групі пірацетаму відмінності не були статистично значущими. Аналогічним чином складається ситуація стосовно ІФ і ТКД, що підтверджує вираженість порушень енергетичного гомеостазу у тварин з ГПМК. 
У групах тварин, які отримували досліджувані препарати ІФ, значно вище (р˂0,05) контрольної групи (глутоксим на 89,84%, селеназа на 94,41%, глутаредоксін на 98,5%), що свідчить про наявність у досліджуваних препаратів здатності коригувати дисбаланс у системі АТФ-АДФ-АМФ. Курсове введення досліджуваних препаратів призвело до підвищення (р˂0.05) індексу ТКД (глутоксим на 216%, селеназа на 130%, глутаредоксін в 3,3 рази) в порівнянні з групою контрольної патології, в якій даний показник нижче на 69,9%, ніж в групі ЛО на 4 добу експерименту. Низький рівень ТКД в групі контрольної патології, на нашу, думку свідчить про посилення роз'єднання процесів окислення і фосфорилювання в електронно-транспортному ланцюзі мітохондрій, що узгоджується з даними літератури [4,236,293]. Здатність досліджуваних препаратів знижувати порушення в співідношеннях АТФ/АДФ+АМФ в умовах гострої церебральної ішемії призводить до підвищення ТКД (табл. 4.6).
Мітохондрії є основним джерелом енергії клітини, а в умовах окисного стресу самі продукують АФК, а також відіграють значну роль в реалізації процесів загибелі нейрона[173]. Велика кількість АФК і АФА, що утворюється в умовах ішемії, призводить до гіперпродукції токсичних дериватів оксиду азоту (пероксинітрита, іона нітрозонія). Цитотоксичні деривати оксиду азоту ініціюють відкриття мітохондріальних пор, експресію і вихід в цитозоль проапоптогенних білків. Відкривання пор відбувається за рахунок окислення або нітрозування тіольних груп цистеїнзалежної ділянки білка внутрішньої мембрани мітохондрій (АТФ/АДФ-антипортера) під дією оксидантів, що перетворює його в проникний неспецифічний канал-пору(mPTP)[80]. Відкриття пор перетворює мітохондрії з «електростанцій» в «топку» субстратів окислення без утворення АТФ[58, 93]. Крім того, пошкоджені мітохондрії перетворюються в джерело АФК і проапоптогенних факторів. Усе викладене вище характеризуює мітохондріальну дисфункцію, як ключову ланку патогенезу порушень після модельованого ГПМК.
Функціональну спроможність мітохондрій ми оцінювали по відкриттю мітохондріальної пори (mPTP) і значенням трансмембранного потенціалу мітохондрій (Ψ). В ході експерименту нами встановлено, що моделювання ГПМК призводить до збільшення циклоспорин-А залежного відкриття мітохондріальної пори на 80% (р˂0,05) в порівнянні з групою ложно-оперованих тварин, паралельно з цими змінами ми реєстрували падіння трансмембранного потенціалу мітохондрій в матеріалі мозку тварин з ГПМК на 78,2% (р˂0,05) в порівняння з групою ЛО. Курсове введення селенази, глутоксима і глутаредоксіна протягом 4 діб призводило до достовірного (р˂0,05) гальмування відкриття мітохондріальної пори. (селеназа в 2,04; глутоксим в 2,09; глутаредоксін в 2,14 рази відповідно). Ми відзначали зростання (р˂0,05) трансмембранного потенціалу при терапії селеназою, глутоксимом і глутаредоксіном в 2,65; 3,32 і в 3,48 рази відповідно. За мітопротективною дією досліджувані препарати перевершували референс-препарат пірацетам (табл.4.5). 

Моделювання ГПМК у монгольських піщанок призвело до типових порушень вуглеводно-енергетичного метаболізму нейронів головного мозку гризунів. Це проявлялося компенсаторною активацією анаеробного гліколізу, посиленим утворенням лактату та іонів водню, що обумовлювало формування метаболічного лактат-ацидозу. У групі експериментальних тварин з модельною патологією на 4-ту добу спостереження зареєстровано підвищення лактату на 285,7%, що підтверджує наявність в головному мозку тварин з ГПМК енергодефіциту і лактат-ацидозу (табл. 4.5). Активація гліколізу супроводжувалася пригніченням активності ферментів циклу Кребса, про що свідчить зниження рівня малату і пірувату на 50% щодо аналогічних показників ложно-оперованих тварин. Зниження малату в умовах ГПМК веде до гальмування компенсаторних мітохондріально-цитозольних шунтів вироблення енергії, зокрема, малат-аспататного шунта. Відомо, що малат-аспартатний човник здійснює перенесення відновлених еквівалентів, що утворюються в цитоплазмі в ході гліколізу, в мітохондрії за умов ішемії [93]. НАДН+, що утворюється в цитоплазмі при зниженому вмісті кисню, використовується для перетворення щавелевооцтової кислоти у малат, який проникає в мітохондрії і бере участь в експорті α-кетоглутарату. В мітохондріях малат трансформується до щавелевооцтової кислоти з утворенням НАДН. Вуглеводна нестача є наслідком вторинної мітохондріальної дисфункції, що і підтверджено нами в дослідженнях функціональної активності мітохондрій. 
В ході наших досліджень встановлено, що застосування модуляторів системи глутатіону надало активуючий вплив на аеробний шлях окислення (табл. 4.5). Це виражалося у збільшенні синтезу АТФ за рахунок інтенсифікації аеробних шляхів окислення глюкози, про що свідчить підвищення (р˂0,05) рівня малату (глутоксим на 147,4%; селеназа на 52,6%, глутаредоксін на 65,8%) і пірувату (глутоксим на 68,2 %; селеназа на 50%, глутаредоксін 59,1%). Зміст лактату при цьому знижується (р˂0,05) (на 40,7% в групі глутоксима, на 37,0% ‒ в групі селенази і на 39,5% в групі глутаредоксіна) від рівня контрольної групи. Застосування пірацетаму протягом 4 діб експерименту збільшувало концентрацію лактату на 51,9%, щодо контрольної групи, тим самим посилюючи прояви лактат-ацидозу, що узгоджується з іншими дослідженнями [15]. За зростанням метаболітотропної активності досліджувані препарати розташувалися в наступному порядку: глутоксим, глутаредоксін, селеназа. Значне підвищення малату під дією даних препаратів, а особливо глутоксима, можна пояснити їх можливим позитивним впливом на роботу малат-аспартатного шунта, який постачає протони на електронно-транспортну ділянку мітохондрій, і забезпечує збереження пірувату в піруват дегідрогеназній реакції. 
Механізм енерготропної дії селенази, глутоксима і глутаредоксіна полягає в підвищенні мембранного потенціалу мітохондрій, придушенні відкриття мітохондріальної пори, завдяки протекторної дії на білкові і амінокислотні структури мембрани мітохондрій, що призведе до нормалізації енергопродукції мітохондріями. Механізм цого впливу можна пояснити прямою мітопротекторною дією з наявністю вираженого антиоксидантного механізму (відновлення тіольний груп білків мітохондріальної мембрани, процес S-глутатіонілювання) і дією через пентозо-фосфатний шунт [222].

Селеназа усуває мітохондріальну дисфункцію в ролі «пастки» вільних радикалів, підвищує активність ГПО, тіоредоксінредуктази, селенопротеїнів. Також ряд досліджень присвячений участі селенази в активації біогенезу мітохондрій за допомогою підвищення відповідальних за нього маркерів (білка PGC-1α і NRF1) [241].

Глутоксим опосередковано через придушення експресії прозапальних факторів ‒ TNF-α, можливо гальмує сигнальні шляхи мітоптоза і формування мітохондріальної дисфункції [26,98]. Глутоксим як субстрат γ-глутамілтранспептидази і реакції S-глутатіонілювання [117,290] захищає мембрани мітохондрій від шкідливої дії вільних радикалів, гальмуючи шокове відкриття гігантської мітохондріальної пори і, тим самим, ‒ відновлює енергопродукуючу здатність цих клітинних органел [8,291].

Глутаредоксін вносить істотний внесок в антиоксидантний захист клітин від деструктивного впливу окисного стресу, що викликає утворення внутрішньо-і міжмолекулярних дисульфідних зв'язків в білках. Беручи участь в процесах глутатіонілювання і деглутатіонілювання, захищає -SH групи цистеїнових залишків внутрішньої мембрани мітохондрій від незворотного окиснення[130,137,152,177,227].
4.4. Вплив модуляторів ТДС: селенази, глутоксима і глутаредоксіна на ферментативну і неферментативну ланку системи глутатіону головного мозку експериментальних тварин з церебральною ішемією в гострому періоді
Ішемічне пошкодження головного мозку, що розвивається внаслідок моделювання церебрального інсульту, призводить до зниження активності системи антиоксидантного захисту нейрона та до зміщення ТДР. Це проявляється в значному зниженні активності глутатіон-залежних ферментів (ГР, ГПО, Г-S-Т) і її відновлених інтермедіатів на тлі зростання пулу дисульфідів. Дефіцит ВГ в умовах оксидативного стресу пояснюється зниженням активності глутатіон-залежних ферментів і зниженням його синтезу в умовах стійкого дефіциту АТФ, необхідної для синтезу глутатіону. ВГ запобігає необоротному окислювальному пошкодженню білкових молекул важливих для життєдіяльності нейрона, що збільшує шанси нейрона вижити при ішемії [285]. 
При формуванні у монгольських піщанок ГПМК (по типу ішемічного інсульту) на 4 добу експерименту нами зареєстровані зміни ТДР в цитозольній і мітохондріальній фракціях головного мозку тварин. Гальмування синтезу глутатіону в нервовій клітині в умовах окисного стресу проявлялося зниженням (р˂0,05) рівня його відновленої форми на 85,6% в цитозольній і на 81,4% ‒ в мітохондріальній фракції з паралельним підвищенням (р˂0,05) вмісту дисульфіду в цитозольній на 130,3%, і на 165,7% ‒ в мітохондріальній фракції і, як наслідок, ‒ порушенням співвідношення ВГ/ОГ. 
На 4 добу постоклюзійного періоду ми реєстрували і зниження (р˂0,05) рівня загальних SH-гpyпп в 4 і 3 рази в цитозольній і мітохондріальній фракції відповідно. Описана нами зміна ТДР свідчить про порушення балансу між ефективністю антиоксидантного захисту головного мозку експериментальних тварин і дією прооксидантів на користь останніх, що пояснюється виснаженням антиоксидантного захисту на тлі окисного стресу.

Окисній модифікації піддавалися і ферменти, які беруть участь у метаболізмі глутатіону. Так зміщення тіол-дисульфидної рівноваги в бік окиснених інтермедіатів обумовлено порушенням функціонування ферментів ТДС. Активність ГПО знизилася (р˂0,05) на 77% в цитозольній фракції і на 84,2% в мітохондріальній фракції, активність ГР знизилася (р˂0,05) на 73,3% і 81,3% в цитозольній і мітохондріальній фракціях відповідно, активність Г-S-Т знизилася (р˂0,05) на 61,4 % і 60,2% відповідно в цитозольній і мітохондріальній фракції головного мозку тварин в порівнянні з групою ЛО (табл.4.7). Це підтверджує той факт, що в умовах церебральної ішемії в нервовій тканині формується несприятливий метаболічний фон (зниження активності ферментів тіол-дисульфідної системи), що призводить до розвитку оксидативного стресу [186].
Таблиця 4.7 

Вплив модуляторів системи глутатіону на показники глутатіонової системи в цитозолі (цит) і мітохондріях (міт) головного мозку монгольських піщанок з ГПМК(М±m; Q50,(Q25;Q75))
	Показники
	ЛО,

n=13
	Контроль
(ГПМК),

n=15
	ГПМК+

селеназа

50 мкг/кг,

n=15
	ГПМК+

глутоксим

50 мг/кг,

n=15
	ГПМК+

глутаредоксін

200мкл/кг,

n=15
	ГПМК+

пірацетам

500 мг/кг,

 n=13

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	ВГ,мкмоль/г білка
	цит 
	4,30±0,83

4,3
(3,9÷4,6)
	0,62 ± 0,1**

0,64
(0,59÷0,69)
	2,30±0,75*#

2,2
(2,0÷2,6)
	2,90± 0,2*#

3,0
(2,6÷3,4)
	2,60± 0,14*#

2,9
(2,1÷3,0)
	0,92±0,2

0,94
(0,89÷1,3)

	
	міт 
	4,900±0,69
4,8

(4,9÷4,8)
	0,903±0,17**
0,88

(0,81÷1,0)
	2,420±0,45*#
2,5

(2,3÷2,6)
	3,390±0,28*#
3,4

(3,2÷3,6)
	3,200± 0,21*#
3,2

(3,1÷3,4)
	0,971±0,11
0,94

(0,86÷1,1)

	ОГ,мкмоль/г білка
	цит 
	0,33±0,08
0,32
(0,30÷0,35)
	0,76 ± 0,1**
0,76
(0,74÷0,78)
	0,51±0,07*#

0,52
(0,49÷0,55)
	0,42 ±0,05*#

0,44
(0,40÷0,45)
	0,49 ±0,09*#

0,49
(0,45÷0,52)
	0,72±0,1
0,72
(0,71÷0,74)

	
	міт 
	0,35±0,08
0,35

(0,31÷0,38)
	0,93±0,098**
0,94

(0,88÷0,97)
	0,59±0,07*#
0,59

(0,55÷0,62)
	0,47±0,06*#
0,48

(0,44÷0,51)
	0,55±0,11*#
0,55

(0,52÷0,59)
	0,83±0,17
0,82

(0,81÷0,86)

	SH,ммоль/г білка
	цит 
	19,1±1,8
19,1
(19,0÷19,4)
	4,8 ±0,62**
4,6
(3,8÷5,3)
	10,8±0,46*#

11,4
(8,4÷12,9)
	14,0±1,34*#¹
14,0
(13,9÷14,2)
	13,6±3,32*#

13,5
(13,3÷13,7)
	6,3 ±0,42
5,3
(5,3-6,0)

	
	міт 
	19,8±1,1
19,5

(19,3÷20,6)
	6,6 ±0.43**
6,6

(6,0÷7,1)
	12,5 ±1,1*#
12,4

(12,2÷12,8)
	15,2±0,69*#¹
15,1

(15÷15,6)
	14,6 ±0,91*#
14,6

(14,2÷14,8)
	8,2 ±0,74
8,2

(8,0÷8,5)

	ГР, мкмоль/
(гбілка*хв)
	цит 
	19,5±1,35
19,4
(19,4÷19,8)
	5,2± 0,72**
5,2
(4,8÷5,5)
	10,1±0,85*#
10,0
(9,7÷10,4)
	9,2 ±0,57*#

9,1
(8,7 ÷10,0)
	21,8±1,7*#²

21,7
(20÷21,7)
	6,5 ± 0,41
5,5
(5,2÷5,8)

	
	міт 
	33,34±0,8
33,4

(33,0÷33,4)
	6,24±0,14**
6,2

(5,8÷6,2)
	18,20± 0,15*#
18,1

(18,1÷18,4)
	11,96±0,0*#
11,9

(11,6÷11,9)
	24,63±0,08*#²
24,6

(24,6÷24,9)
	7,35± 0,077
7,4

(7,2÷7,6)

	ГПО, мкмоль/(г білка*хв)
	цит 
	61,8 ± 2,9 
61,8
(60,1÷64,8)
	14,2±1,54**
13,9
(13,9÷15,9)
	31,7± 2,19*#³

31,8
(30,0÷33,2)
	24,9± 2,42*#

23,9
(23,9÷25,9)
	25,9± 2,77*#

25,9
(23,3÷28,1)
	18,7± 0,91*
17,9
(16,1÷19,4)

	
	міт 
	100,7±2,9
101,6
(99,6÷103,6)
	15,9±1,5**
15,9

(14,5÷15,9)
	37,72±2,19*#³
37,9

(36,6÷38,4)
	29,59±2,19*#
29,9

(27,9÷29,9)
	29,3± 2,77*#
29,1

(28,8÷29,5)
	22,44±0,91*
21,9

(21,9÷23,9)

	Г-S-Т, мкмоль/(г білка*хв)
	цит 
	15,8±1,07
15,5
(15,1÷16,4)
	6,1±0,97**
6,1
(5,8÷6,4)
	10,8±1,12*#

10,6
(10,3÷10,8)
	12,5±1,12*#

12,5
(12,0÷13,3)
	13,2±1,12*#²

13,3
(12,5÷13,6)
	6,9±0,72
6,8
(6,6÷6,9

	
	міт 
	2,31±0,78
2,3
(2,1÷2,5)
	0,92±0,71**
0,9

(0,84÷0,94)
	1,05±0,071*#
1,0

(0,94÷1,1)
	1,92±0,078*#
1,9

(1,83÷2,05)
	1,98±0,078*#²
1,99

(1,93÷2,1)
	1,01± 0,071
1,0

(0,94÷1,03)


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA(критерій Краскела-Уолліса),*−p≤0,05 відповідно до контрольної групи, **−p≤0,05 відповідно до ЛО групи,#−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам,¹−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала селеназу,глутаредоксін,²−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала селеназу, глутоксим,³−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала глутоксим, глутаредоксін.
У нашому дослідженні ми спробували нівелювати окиснювальні порушення, які ведуть в кінцевому підсумку до загибелі нейрона, за допомогою введення позитивних модуляторів ТДС ‒ селенази, глутоксима і глутаредоксіна. Введення досліджуваних речовин викликало позитивні ефекти щодо реактивації антиоксидантних ферментів, так і відновлення тіол-дисульфідної рівноваги. Модуляція системи глутатіону, а також пов'язаних з його обміном ферментів ‒ ГПО, ГР та Г-S-Т, захищає мозок від активних форм 02, продуктів пероксидації і певною мірою дозволяє відновити рівновагу, поліпшити редокс-регуляцію і обмежити окислювальний стрес в нервовій тканині [15,39,75,86].

Введення досліджуваних речовин надавало односпрямований, але не рівнозначний за силою модулюючий ефект. Найбільш активно підвищував рівень ВГ і знижував ОГ глутоксим, що виражалося в підвищенні співвідношення ВГ/ОГ. Застосування глутаредоксіна статистично достовірно (р<0,05) призводило до нормалізації функціонування ГР і Г-S-Т, слід зазначити, що за даними показниками наш препарат був активнішим від пірацетаму. Селеназа лідирувала, підвищуючи активність ГПО, що статистично значимо відрізняло цей показник від групи контролю та групи препарату порівняння. Зазначені ефекти обумовлені тим фактом, що досліджувані препарати відносяться до групи антиоксидантів, сприяють реактивації антиоксидантних ферментів і відновлюють ТДР [39,75]. Отримані дані свідчать про важливу роль досліджуваних препаратів у функціонуванні системи глутатіону.

Так у тварин експериментальної групи, які отримували селеназу, на 4 добу експерименту нами зареєстровано статистично достовірне (р <0,05) зниження рівня ОГ і підвищення рівнів ВГ і загальних -SH груп, як в цитозольній, так і мітохондріальній фракціях головного мозку тварин. Необхідно відзначити, що показники відновлених форм глутатіону перевищували такі (р<0,05) в групі порівняння. Нами також відзначені статистично значущі відмінності (р<0,05) активності ферментів ТДС (ГР, ГПО, Г-S-Т) в цитозольній і мітохондріальній фракціях даної експериментальної групи. Активність ГПО у тварин, які отримували терапію селеназою в гострий період (4 добу), підвищилася в 2,23 (р<0,05) разів в цитозольній фракції і в 2,37 (р<0,05) разів в мітохондріальній фракції. За активністю ГПО і Г-S-Т селеназа достовірно відрізнялася від пірацетаму (табл. 4.7). Ми спостерігали підвищення рівнів відновлених форм глутатіону при терапії глутоксимом (ВГ в 4,8 разів в ц. фр. і в 3,75 разів в міт. фр; SH-групи в 2,92 разів ц. фр і в 2.3 разів міт. фр., (р <0,05) по відношенню до групи контролю ), і зниження окиснених форм глутатіону (ОГ в 1,8 разів в ц. фр і в 1,98 разів міт. фр., (р <0,05 ) по відношенню до групи контролю). Статистично достовірні показники (р<0,05) отримані нами в групі глутоксима і щодо глутатіон пов'язаних ферментів. Підвищення функціонування системи глутатіону (зріст ВГ, -SH і зниження ОГ), а також пов'язаних з його обміном антиоксидантних ферментів ГПО, Г-S-T і ГР, при проведенні церебропротекторної терапії глутаредоксіном у монгольських піщанок з гострою ішемією головного мозку відображалося в статистично значимій (р<0,05) відмінності за всіма перерахованими показниками в порівнянні з групою контролю і практично за всіма (р <0,05) в порівнянні з групою, яка одержувала пірацетам.
Особливістю механізму дії глутаредоксіна в умовах модельованого ГПМК є його участь в процесах глутатіонілювання і деглутатіонілювання, в результаті цих реакцій глутаредоксін відновлює внутрі та міжмолекулярні дисульфідні зв'язки до активного тіолового стану. Ці механізми захищають SH групи-транспортних білків (Na,К-АТФази), редокс-чутливих білків, ферментів, транскрипційних факторів, нуклеїнових кислот від незворотного окиснення до сульфоновой кислоти і подальшої протеосомальної деградації. Тим самим попереджаючи аппоптотичний сценарій загибелі нейрона. Таким чином, глутаредоксін вносить істотний внесок в нормалізацію ТДР і активність глутатіон-залежних ферментів.

Глутоксим підвищує рецептор-опосередковану експресію ферментів другої фази детоксикації (ГР, ГПО, Г-S-Т). Глутоксим є постачальником структурних амінокіслот для фермента γ-глутамілтранспептидази в реакції синтезу ГВ de novo. Ці механізми вносять істотний внесок в ТДР і роботу антиоксидантної системи нейрона в цілому.

Селеназа підвищує експресію ГПО і тіоредоксінредуктази. Стимулює перетворення метіоніну в цистеїн, який є структурною амінокислотою для синтезу ГВ de novo. Через тіоредоксінредуктазу регулює активність редокс-чутливих транскрипційних факторів, а вони відновлюють SH групи важливих

білків.
	4.5. Участь модуляторів тіол-дисульфідної системи: селенази, глутоксима і глутаредоксіна в механізмах ендогенної нейропротекції

	4.5.1. Вплив модуляторів ТДС на глутатіон-залежні ланки ендогенної нейропротекції


Контроль якості білка є важливим компонентом виживання усіх типів клітин. Останнім часом багато робіт присвячено нейропротективній активності малих шаперонів ‒ білків теплового шоку HSP70 [51] синтез яких підвищується у відповідь на гіпоксію, ішемію, порушення метаболізму, стрес. Велика частина робіт описує нейропротективні властивості HSP70, які пов'язані з його шаперон активністю. За рахунок стабілізації окислювально-пошкоджених макромолекул HSP70 здатний перешкоджати відкриттю мітохондріальної пори, запобігаючи тим самим мітохондріальну дисфункцію, поглиблення оксидативного стресу і загибель нейрона. HSP70 надає пряму антиапоптичну дію за рахунок пригнічення дії активатора апоптозу протеази-1, білків сімейства Bax, попереджає транслокацію в ядро апоптоз-індукуючого фактора (AIF) і захоплення апоптосомою прокаспази-9, підвищує активність антиапоптичного білка Bcl-2 [212,213]. Описано механізми протизапальної дії HSP70 при церебральної ішемії, які полягають в обмеженні локальної запальної реакції за рахунок зниження синтезу прозапальних цитокінів, пригнічення вивільнення матриксних металопротеїназ (MMP), індуцибельної синтази оксиду азоту (iNOS), зниження активності НАДФ-оксидази з одночасним підвищенням активності СОД, пригнічення активності транскрипційного фактора NF-kB, кінази ІkB, JNK і р38. HSP70 також виступає в ролі сигнальної молекули, діючи на Toll-подібні рецептори 2 і 4 підвищуючи активність імунокомпетентних клітин [212,213]. 
Дефіціт HSP70 в нейроні на тлі депривації системного рівня глутатіону, ймовірно, пов'язаний з гіперпродукцією АФК і цитотоксичних форм оксиду азоту, що призводить не тільки до модифікації (оборотної и необоротної) макромолекул, в тому числі і самого HSP70, але і до зниження експресійної активністі генів, що кодують синтез останнього. HSP70 дефіціт є однією з причин формування мітохондріальної дисфункції. Використання інгібіторів HSP70 в дослідах на ізольованих мітохондріях викликає помітну зміну якості мітохондріального білка, втрату потенціалу мітохондріальної мембрани, зниження продукції АТФ [154,212,213].

Моделювання ГПМК шляхом односторонньої перев'язки загальної сонної артерії у монгольських піщанок викликало активацію транскрипції генів, стимулюючих синтез білка теплового шоку HSP70, на що вказує підвищення його рівня в тканинах головного мозку тварин. Нами зафіксовано підвищення HSP70 в 1,94 разів відносно показників ложно-оперованих тварин вже на 1 добу експерименту. На нашу думку це пояснюється шаперон активністю білків сімейства HSPs в умовах оксидативного стресу, спрямованою на інтенсифікацію резервно-адаптаційних можливостей в гострий період ішемії.

У наших ранніх дослідженнях показано, що зміна ТДР в умовах модельованої ішемії, а також зниження активності глутатіон-залежних ферментів, може служити первинним критерієм зниження ефективного захисту головного мозку від ішемічних пошкоджень [18]. Зниження рівня ВГ в цитозольній та мітохондріальній фракціях головного мозку монгольських піщанок з ГПМК є наслідком порушення його синтезу в умовах дефіциту АТФ і нестачі структурних амінокіслот, та зниження роботи глутатіон-пов`язаних ферментів [18]. Наявність досить активної тіольної антиоксидантної системи забезпечує стійкість нейрона до оксидативного і нітрозативного стресу, підвищує рівень компонентів ендогенної нейропротекції, захищає мозок від активних форм О2 і продуктів пероксидації і, певною мірою, дозволяє відновити рівновагу і поліпшити редокс-регуляцію. Моделювання ГПМК у гризунів призводило до порушення ТДР, що проявлялося зменшенням пулу відновленої форми глутатіону. Так в умовах ішемії відзначається зниження вмісту ВГ, починаючи з 1 доби спостереження, на 19,5%, а на 4 добу він був нижче на 85,6%. Паралельно реєструвалося значне зростання окисненої форми глутатіону: вже через 24 години після оклюзії сонної артерії вміст дисульфіду перевищував в 2,24 рази показник групи ложно-оперованих тварин (табл.4.8).
Таблиця 4.8

Рівень білка HSP70, глутатіона відновленого і окисненого, активність ГПО в цитозольній фракції головного мозку монгольских піщанок в гострому періоді ішемії і на фоні застосування модуляторів ТДС
 (M+m, n=15)

	 Групи тварин
	HSP70,

у.о./гбілка
	ВГ, 

мкм/г білка
	ОГ,

мкм/г білка
	ГПО мкм/(г білка *хв)

	1
	2
	3
	4
	5

	ЛО
	15,50 ±0,21
	4,30 ± 0,83
	0,33±0,08
	61,80 ± 2,9

	Контроль

(ГПМК), 1 доба
	30,10±0,42
	3,46± 0,63
	0,74± 0,09
	20,94± 1,61

	ГПМК, 1 доба+ селеназа
	33,20±0,99


	3,60± 0,55
	0,56± 0,12
	41,54± 2,0

	 ГПМК, 1 доба+ глутоксим
	36,70±0,95


	3,94± 0,68
	0,48± 0,1
	37,61± 2,2

	ГПМК, 1 доба+ глутаредоксін
	37,20±1,0


	3,71± 0,3
	0,54± 0,09
	38,97± 2,11

	ГПМК, 1 доба+ пірацетам
	32,6±0,83
	3,5± 0,79


	0,7± 0,08
	32,6± 2,11

	Контроль

(ГПМК),4 доба
	25,20±0,79***
	0,62 ± 0,1**
	0,76 ± 0,1**
	14,20±1,34**

	ГПМК, 4 доба+ селеназа
	31,90±0,86*
	2,30 ±0,75*#
	0,51±0,07*#
	31,70± 2,19*#

	 ГПМК, 4 доба+ глутоксим
	34,60±1,27*#
	2,99 ± 0,2*#
	0,42 ±0,05*#
	24,87± 2,42*#

	ГПМК, 4 доба+ глутаредоксін
	35,60±1,45*#

	2,63 ± 0,14*#
	0,49 ±0,09*#

	25,93± 2,77*#

	ГПМК, 4 доба+ пірацетам
	27,50±0,92
	1,05 ± 0,08
	0,72±0,1
	19,03± 1.42*


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA,*−p≤0,05 відповідно до контрольної групи, **−p≤0,05 відповідно до ЛО групи, *** − p≤0,05 відповідно до контрольної групи на 1 добу,#−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам.
Ці зміни протікають на фоні зниження активності ГПО на 66,1% вже на 1 добу церебральної ішемії.

Накопичення окиснених форм призводить до збільшення реакцій окисного стресу в тканинах мозку тварин. Ще одним значущим механізмом негативного впливу високих концентрацій окисненої форми глутатіону є пряме інгібування експресії білка HSP70 [207]. Аналіз отриманих результатів підтверджує уявлення про те, що ішемічне пошкодження нейронів супроводжується зміною функціонування білків теплового шоку і пов'язаної з їх функцією глутатіновою редокс-системою, необхідною не тільки для антиоксидантного захисту, а й для фолдингу білкових молекул [75].

Так зниження концентрації білка HSP70 (на 16,3%) на 4 дібу ішемії пов'язане, імовірно, з наростанням реакцій оксидативного стресу і зривом компенсаторних можливостей антиоксидантної системи головного мозку експериментальних тварин. На кінець гострого періоду (4 доба) ми реєстрували різке зниження рівня ВГ і ГПО, що супроводжувалося і зниженням HSP70 білка, як показано вище, що підтверджує розрахований нами коефіцієнт множинної кореляції Пірсона R=0,92699. Це свідчить про тісний односпрямований взаємозв’язок між ВГ і HSP70 білком( рис 4.13).
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Рис. 4.13. Залежність HSP70 від рівня ВГ у експериментальних тварин

Важливо відзначити, що в умовах надлишку АФК і АФА окисної модифікації піддаються і самі білки HSP70, також знижується експресійна активність генів, які кодують синтез даних білків. Все це призводить до порушення функціональної активності HSPs білків і обмежує їх протекторні властивості в умовах ішемії, призводить до запуску процесів загибелі нейронів. 
Описані результати підтверджуються 3D діаграмами, де показано взаємозв'язок між рівнем білка HSP70, глутатіоном відновленим і активністю ГПО у ложно-оперованих тварин в гострий період ішемії (рис. 4.14).
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Рис. 4.14. Зв'язаність змін рівня глутатіону відновленого, активності ГПО з рівнем експресії білка HSP70
З діаграми видно, що в групі ложно-оперованих тварин сформувався тісний односпрямований взаємозв'язок між вмістом ВГ, рівнем HSP70 і активністю ГПО (рис. 4.14). 
Призначення тваринам модуляторів тіол-дисульфідної системи надавало позитивний ефект на концентрацію HSP70 білка, починаючи з 1 доби ішемії. Найбільш активними в цьому відношенні були глутаредоксін і глутоксим. Застосування глутаредоксіна сприяло активації експресії HSP70 білка на 23,6% через 24 години після моделювання патології, а на 4 добу ‒ на 41,3%. Терапія глутоксимом призвела до підвищення експресії білка на 21,9% на 1 добу експерименту і на 37,3% ‒ на 4 добу. Терапія селеназою призвела до наступних результатів: підвищення експресії HSP70 на 10,3% і 26,6% на 1 і 4 добу ішемії відповідно (табл. 4.8).

Введення селенази, глутоксима і глутаредоксіна призводить до нормалізації ТДР [18], підвищення рівня ВГ, що опосередковано підвищує експресію білка HSP70. 
Описаний механізм може служити поясненням нейропротективної дії досліджуваних препаратів. Таким чином відновлені інтермедіати нейрона в тандемі з білками-шаперонами підтримують гомеостаз клітини в оптимальному режимі і надають ефективний нейрозахист в умовах модельованого ГПМК.
4.5.2. Вплив модуляторів системи глутатіону на характер експресії мРНК HIF-1α, HIF-3α і HSP70 в головному мозку піщанок з ГПМК

Дослідженнями ЗТ-ПЛР нами було встановлено, що на 4 добу церебральної ішемії відзначається тенденція до підвищення експресії мРНК HSP70 у всіх експериментальних групах в діапазоні від 3,6 (р<0,05) до 4,2 (р<0,05)(рис.4.15) разів в порівнянні з групою контролю. Найактивнійшим виявився глутоксим, найменш активним ‒ селеназа. Така активність глутоксима пов’язана з його рецептор -опосередкованою активністю. Слід зазначити, що всі досліджувані препарати практично в рівній мірі надавали ефект на даний показник. Препарат порівняння пірацетам достовірних відмінностей від групи контролю не проявив. При порівняльному аналізі рівня білка HSP70 і експресії hsp70 на 4 добу постоклюзійного періоду на тлі проведеної терапії досліджуваними препаратами відзначено підвищення експресії гена і збільшення синтезу білка, що свідчить про мобілізацію механізмів ендогенної нейропротекції під дією проведеної терапії. Подібний механізм дії досліджуваних препаратів обумовлений їх участю в нормалізації ТДР і, як наслідок, ‒ стабілізації білку та активації експресії гена hsp70 в нейронах під дією препаратів (табл.4.8)( рис.4.15). 

Однією з найбільш важливих функцій HSP70 є індукція, а також збільшення тривалості життя стабільної форми HIF.
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Рис. 4.15 Вплив модуляторів системи глутатіону на характер експресії мРНК HIF-1α,HIF-3α і HSP70 в головному мозку піщанок з ГПМК 

Примітки: дані представлені у вигляді середнього значення відносної експресії мРНК (+S.E.M.), p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA(тест Тьюкі),*−p≤0,05 відповідно до контрольної групи,#−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам,¹−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала селеназу,глутаредоксін,²−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала селеназу, глутоксим.
Фактори, які індуковані гіпоксією ‒ HIF-1 і HIF-3 грають роль транскрипційних факторів і регулюють експресію генів, що кодують синтез білків, залучених в фізіологічну відповідь на гіпоксію/ішемію [1]. Встановлено, що при гіпоксії, концентрація HIF-1α підвищується, в основному в цитоплазмі [1,287], а рівень HIF-3α збільшується головним чином в клітинному ядрі нейрона [1,288]. Обидві ізоформи HIF взаємодіють одна з одною за принципом негативного зворотного зв'язку в умовах гіпоксії. Так білок HIF-1α може впливати на експресію гена hif-3α, а білок HIF-3α конкурує з HIF-1α при зв'язуванні з субодиницями HIF-1β, знижує рівні експресії останнього [1]. 
HIF є значущими учасниками процесів нейропротекції і нейропластичності в умовах гіпоксії, вони стимулюють репаративні процеси в нервовій тканині, підвищуючи в ній пул «пасток» вільних радикалів (гем-гідроксилази-1, гем-оксигенази-1) і факторів ангіогенезу (VEGF, VEGFR1, ангіопоетіна) [1]. 
HIF в умовах гіпоксії підвищують енергетичні ресурси нейрона, беручи участь в процесах метаболізму глюкози і ключових ферментів гліколізу, тим самим збільшуючи синтез АТФ в умовах енергодефіциту [1]. Описано антиапоптичні ефекти, що призводять до зниження загибелі нейронів при ішемії мозку [1,284,287,288]. 
Крім того, ряд зарубіжних робіт вказує на те, що HIF-1 може підвищувати рівень GSH в мозку щурів, схильних до гіпоксії [274]. В умовах посилення реакцій оксидативного, нітрозативного стресу і дефіциту енергетичних ресурсів в тканинах головного мозку спостерігається зниження синтезу HIF, що багато дослідників пов'язують з активізацією убіквітин-незалежного шляху деградації окислювально-модифікованого HIF-1α і придушенням його синтезу на етапі трансляції в умовах нестачі АТФ [72]. 
Курсове призначення досліджуваних препаратів протягом 4 діб після модельної ГПМК, призводить до підвищення експресії мРНК HIF-1α, глутоксим (в 37 разів вище контролю)(р˂0,05) ˃селеназа (в 20 разів вище контролю)(р˂0,05) ˃ глутаредоксін (в 15 разів вище контролю) (р˂0,05).

Достовірні відмінності (р˂0,05) відносно експресії HIF-3α показав тільки глутаредоксін (в 9 разів вище контролю) (рис.4.15). Виявлений ефект Grx може бути обумовлений стабілізуючою та індукуючою роллю аддуктів глутатіону, що утворюються в реакції S-глутатіонілювання під дією GRx-1 в умовах ішемії [294]. 
Отримані результати свідчать про те, що курсова терапія модуляторами системи глутатіону призводить до підвищення експресії генів hif-1α і hif-3α і може служити молекулярним маркером активації механізмів ендогенної нейропротекції в умовах експериментальної церебральної ішемії.
4.6. Нейропротективні ефекти глутоксима, глутаредоксіна і селенази при модуляції глутатіонової системи головного мозку монгольських піщанок. Вплив на летальність, неврологічний дефіцит, оксидативний стрес в умовах експериментального ГПМК
Експериментальні дані свідчать про важливу роль вільних радикалів, цитокінів, гормонів, активних форм кисню, дериватів оксиду азоту, окиснених тіолів, продуктів окисної модифікації білків і нуклеїнових кислот у запуску сігналітета апоптозу, що призводить в кінцевому підсумку до загибелі нейрона. В умовах, що склалися, важливим аспектом в комплексній терапії мозкових інсультів стає фармакологічна регуляція молекулярних і біохімічних механізмів ендогенної нейропротекції. У зв'язку з цим, вивчення і застосування структурних аналогів і модуляторів ендогенної нейропротекції є перспективним [45,219,238]. Стабілізація функціонування антиоксидантної системи глутатіону дозволить захистити тканини головного мозку від проявів оксидативного і нітрозативного стресу, попередити мітохондріальну дисфункцію, енергетичний дисбаланс, ефективно стимулювати механізми ендогенної нейропротекції і підвищити стабільність її компонентів (HSP, HIFs), що в кінцевому підсумку призведе до зниження летальності, неврологічних порушень і когнітивного дефіциту [15].
Дослідження неврологічного статусу тварин за шкалою McGrаw показало, що у ложно-оперованих піщанок не розвивалося важких неврологічних порушень у вигляді парезів і паралічів. Відзначено прояв легкої неврологічної симптоматики у вигляді млявості рухів в 33,3% випадків від загальної чисельності групи на 1 добу експерименту. У тварин контрольної групи в гострому періоді спостерігалися як помірно виражені неврологічні порушення (млявість, сповільненість рухів, слабкість кінцівок, птоз, манежні рухи в 66,6 - 100% випадків), так і важкі ‒ парези (53,3%) і паралічі кінцівок (33,3%). 

Введення селенази, глутоксима і глутаредоксіна протягом 4 діб експерименту істотно знижувало прояв легкої неврологічної симптоматики і призводило до відсутності парезів і паралічів кінцівок. Пірацетам зменшував відсоток тварин з легкою неврологічною симптоматикою і сприяв зниженню відсотка тварин з парезами до 7,14%. Так під дією селенази ми спостерігали зменшення неврологічних проявів на 4 добу до 36,3% відносно показників на 1 добу. Терапія глутоксимом призвела до більш значного зниження на 44,6% відносно першої доби спостереження, а глутаредоксін знижував неврологічні прояви на 40,6% відносно першої доби спостереження(табл.4.9).
Таблица 4.9

Вплив глутоксима, селенази і глутаредоксіна на неврологічний статус (за шкалою McGrаw) і летальність монгольских піщанок с церебральною ішемією, (M ± m)
	Показники
	ЛО,


	Контроль
(ГПМК)

	ГПМК+

селеназа

50 мкг/кг
	ГПМК+

глутоксим

50 мг/кг

	ГПМК+

глутаредоксін 200

мкл/кг
	ГПМК+

пірацетам

500 мг/кг
 

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Ідекс McGrаw
	 1 доба
	0,166±0,06
	9,134±0,36**
	7,160±0,83*
	7,280±0,82*
	7,130±0,82*
	8,190 ± 0,68

	Летальність
	
	0
	6
	4
	3
	5
	6

	Ідекс McGrаw
	 2 доба
	0,066±0,04
	9,385±0,40**
	5,610±0,68*
	4,170±0,29*#
	4,500±0,34*#
	6,970±0,70*

	Летальність
	
	0
	7
	1
	0
	0
	5

	Ідекс McGrаw
	3 доба
	0
	9,52 ± 0,40
	4,81±0,35*
	4,03±0,24*#
	4,27±0,27*#
	6,50 ± 0,74*

	Летальність
	
	0
	4
	0
	0
	0
	4

	Ідекс McGrаw
	4 доба
	0
	10,52±0,52
	4,56±0,36*
	4,03±0,24*#
	4,27±0,27*#
	5,57±0,45*

	Летальність
	
	0
	9
	0
	0
	0
	0

	% тварин, що вижили на 4 добу/загальна чисельність групи
	100/15
	36,58/41
	73,68*#/19
	83,3*#/18
	75*#/20
	45,5/29


 Примітки: * − p≤0,05 відповідно до контрольної групи, ** − p≤0,05 відповідно до ЛО групи,# − p≤0,05 відповідно до групи референс-препарату

В ході експерименту протягом 4 діб після операції в групі ЛО загибелі тварин не спостерігали. У групі контролю випадки загибелі піщанок відзначалися до 4–ї діби включно. Показник виживання в цій групі зменшився з 85% на першу добу до 36,5% на 4 добу. У групах тварин, які отримували глутоксім і глутаредоксін загибель тварин відзначена тільки протягом першої доби. У групі з введенням селенази смертність спостерігалася протягом двох перших діб. Відсоток тварин, які вижили в групах селенази, глутоксима, глутаредоксина статистично значимо (р˂0,05) перевищували групу контролю і групу тварин, які отримували пірацетам (табл. 4.9).
Позитивна модуляція глутатіонової системи сприяла обмеженню патобіохімічних реакцій окисного і нітрозативного стресу, і, як наслідок ‒ знижувала летальність і прояви важкого неврологічного дефіциту при церебральній ішемії (табл.4.10).
Таблица 4.10

Вплив глутоксима, селенази і глутаредоксіна на показники відновлених тіолів, HSP70, і нітротирозину в мозку монгольских піщанок з церебральною ішемією, (M ± m)
	Групи тварин
	ВГ, мкм/гбілка
	ОГ,мкм/г білка
	HSP70,

у.о./гбілка
	Нітротирозин, нм/г тканини

	1
	2
	3
	2
	5

	ЛО, (n = 13)
	4,30 ± 0,830
	0,33±0,08
	15,50 ±0,21
	10,90 ± 0,39

	Контроль (ГПМК),(n = 15)
	0,62 ± 0,051**
	0,76 ± 0,1**
	25,20±0,79**
	47,59 ± 0,76**

	ГПМК + глутоксим,(n = 15)
	2,99 ± 0,2*#
	0,51±0,07*#
	31,90±0,86*#
	12,38 ± 0,31*#

	ГПМК +

селеназа,(n = 14)
	2,31 ± 0,15*#
	0,42 ±0,05*#
	34,60±1,27*
	21,39 ± 0,5*#

	ГПМК+ глутаредоксін,
(n = 15)
	2,63 ± 0,14*#
	0,49 ±0,09*#
	35,60±1,45*#
	11,90 ± 1,13*#

	ГПМК+ пірацетам,  (n = 13)
	1,05 ± 0,08
	0,72±0,1
	27,50±0,92
	45,00 ± 3,52


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA,*−p≤0,05 відповідно до контрольної групи, **−p≤0,05 відповідно до ЛО групи, #−p≤0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам.
Так на тлі введення препаратів відзначено зниження маркера нітрозативного стрессу ‒ нітротирозину: в групі з введенням глутоксима ‒ на 73,9%, селенази ‒ на 55%, глутаредоксіна ‒ на 75%. У групі тварин, які отримували пірацетам статистично значущих відмінностей від групи контролю не спостерігалося. На фоні введення препаратів експериментальним тваринам відзначено підвищення відновленого глутатіону. Фармакотерапія глутоксимом підвищувала концентрацію відновленої форми глутатіону в 4,67 разів, селеназа ‒ в 3,7 разів, a глутаредоксін ‒ в 4,19 відносно групи контролю. На тлі нормалізації ТДР ми спостерігали підвищення рівня HSP70 білка. Так терапія глутаредоксіном підвищювала HSP70 на 41,3%, глутоксимом ‒ на 37,3%, селеназою ‒ на 26,6%, відносно групи контролю на 4 добу ішемії (табл.4.10).
Вплив модуляторів системи глутатіону на виживання і неврологічну симптоматику можна пояснити наявністю антиоксидантних властивостей [20] у цих препаратів, що виражається прямою мітопротекторною дією (процес S-глутатіонілювання [12], відновленням тіольних груп [18] білків мітохондріальної мембрани) і нормалізацією функціонування пентозо-фосфатного шунта [12].

Особливістю механізму дії глутаредоксіна в умовах модельованого ГПМК є його участь в процесах глутатіонілювання і деглутатіонілювання, в результаті цих реакцій глутаредоксін відновлює внутрі міжмолекулярні дисульфідні зв'язки до активного тіолового стану. Ці механізми захищають SH групи-транспортних білків (Na,К-АТФази), редокс-чутливих білків, ферментів, транскрипційних факторів, нуклеїнових кислот від незворотного окиснення до сульфонової кислоти і подальшої протеосомальної деградації, тим самим попереджаючи аппоптотичний сценарій загибелі нейрона. Таким чином, глутаредоксін вносить істотний внесок в нормалізацію ТДР і активність глутатіон-залежних ферментів.

Глутоксим підвищує рецептор-опосередковану експресію ферментів другої фази детоксикації (ГР, ГПО, Г-S-Т). Глутоксим є постачальником структурних амінокіслот для фермента γ-глутамілтранспептидази в реакції синтезу ГВ de novo. Ці механізми вносять істотний внесок в ТДР і роботу антиоксидантної системи нейрона в цілому.

Селеназа підвищує експресію ГПО і тіоредоксінредуктази, стимулює перетворення метіоніну в цистеїн, який є структурною амінокислотою для синтезу ГВ de novo. Через тіоредоксінредуктазу регулює активність редокс-чутливих транскрипційних факторів, а вони відновлюють SH групи важливих

білків.
Таким чином, під дією селенази, глутоксима і глутаредоксіна відбувається стабілізація функціонування антиоксидантної системи глутатіону, підвищується функціонування ендогенних нейропротекторів [19], що дозволяє захистити тканини головного мозку від негативних проявів оксидативного і нітрозативного стресу, а саме ‒ формування мітохондріальної дисфункції, енергетичного дисбалансу, неврологічного дефіциту і, в кінцевому підсумку, загибелі тварин. В ході нашого експерименту відзначена кореляційна залежність між вагою неврологічних проявів, рівнем відновленого глутатіону і нітротирозину.
Наявність або відсутність лінійного зв'язку між показниками, а також їх тісноту і статистичну значущість, визначали обчисленням критерію кореляції Пірсона (r) [43]. Проведений статистичний аналіз і побудова діаграм розсіювання підтверджує наявність залежності формування неврологічного дефіциту і рівня відновленого глутатіону (r = - 0,85) (рис. 4.16). Обчислений коефіцієнт кореляції підтверджується візуальної 3D-діаграмою (рис. 4.17), на якій графічно зображений взаємозв'язок динаміки вмісту ВГ, нітротирозину і бала неврологічного дефіциту за шкалою McGrаw. При розрахунку лінійної регресії в якості залежної змінної виступав неврологічний бал. Отримані результати вказують на значну точність лінійної моделі: коефіцієнт множинної кореляції R = 0,852; коефіцієнт детермінації R2 = 0,726; скоригований R2 = 0,722 при F = 227,6; коефіцієнт Beta для глутатіону - 0,85 (p <0,0001), для нітротирозину 0,783 (p <0,0001).
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Рис.4.16. Залежність неврологічної симптоматики від рівня ВГ у експеріментальних тварин
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Рис.4.17. Зв'язаність змін рівня ВГ і нітротирозина з розвитком неврологічного дефіцита у експеріментальних тварин 
Висновки до розділу 4 
1. Були встановлені ED50 (при внутрішньоочеревинному введенні) модуляторів системи глутатіону при моделюванні гострого порушення мозкового кровообігу за їхньою здатністю впливати на зменшення рівня нітротирозину, підвищення концентрації відновленого глутатіону та активності глутатіонпероксидази і глутатіонредуктази. ED50 для селенази становить 50 мкг/кг, для глутоксиму 50 мг/кг та для глутаредоксіну 200 мкл/кг (0,4 мг білку).

2. Курсове застосування досліджуваних препаратів в експериментально обгрунтованих дозах тваринам з експериментальним ГПМК призводить до зниження (р<0,05) летальності на 37,1; 47,6 і на 38,4%, а також ‒ до зменшення неврологічних порушень до 4,56 бала (селеназа), до 4,03 бала (глутоксим), до 4,27 бала (глутаредоксін) за шкалою P. McGraw на 4-ту добу експерименту.

3. Призначення тваринам з ГПМК селенази, глутоксима і глутаредоксіна призводить до зменшення інтенсивності оксидативного і нітрозативного стресів в головному мозку, до зниження (р<0,05) АФГ(39,6 ‒ 54,4%), КФГ (49,4 ‒ 63,3%) і нітротирозину (55 ‒ 75%) на тлі підвищення (р<0,05) активності антиоксидантних ферментів СОД (22,2 ‒ 33,2%), каталази (23,9 ‒ 36,9%), і ферментативної та не ферментативної ланки тіол-дисульфідної системи – ГПО (75,4 ‒ 123%), ГР (76,9 ‒ 319%), Г-S-Т (14 ‒ 116%), ВГ (270 ‒ 383%), та зниження ОГ (32,9 ‒ 49,5%).

4. Селеназа, глутоксим і глутаредоксін покращують енергетичний обмін головного мозку тварин з ГПМК за рахунок активації аеробної продукції енергії, підвищують (р<0,05) рівень АТФ (81,3 ‒ 210%), малата (52,6 ‒ 147,4%), ЕП (26,2 ‒ 43,6%), ІФ (89,8 ‒ 98,5%), знижують(р<0,05) рівень лактату (37,0 ‒ 40,7%) і покращують функціональну активність мітохондрій (зниження швидкості відкриття пори (в 2,04 ‒ 2,14 разів, р<0,05) і підвищення заряду мембрани (в 2,65 ‒ 3,48 разів, р<0,05).

5. Призначення тваринам з ГПМК селенази, глутоксима і глутаредоксіна призводить до підвищення концентрації HSP70 (26,6 ‒ 41,3%, р<0,05), експресії мРНК HSP70 (в 3,6 ‒ 4,2 разів, р<0,05), мРНК HIF-1α (в 15 ‒ 37 разів, р<0,05) і мРНК HIF-3α (в 2,7 ‒ 9,0 разів), що беруть участь в механізмах ендогенної нейропротекції на тлі зниження р<0,05 факторів нейродеструкціі TNF-a (на 31,6 – 75,9%), IL-1b (на 2,5 – 22,5%).

6. За силою нейропротективного ефекту глутаредоксін перевершує (p<0,05) селеназу, глутоксим за такими показниками як підвищення мРНК HIF-3α, HSP70, а референс-препарат пірацетам за зниженням летальності і неврологічного дефиціту, підвищенням АТФ, ГВ, HSP70, мРНК HSP70, мРНК HIF-3α. Важливою ланкою нейропротективної дії селенази, глутоксима і глутаредоксіна в умовах ГПМК є активація GSH-залежних механізмів ендогенної нейропротекції, які реалізуються за рахунок підвищення експресії HSP70 і HIF, що призводить до посилення адаптаційних механізмів і підвищуює резистентність нейронів до ішемії.

Розділ 5. Аналіз та узагальнення результатів дослідження
У науковій літературі, присвяченій проблемі гострого порушення мозкового кровообігу, висунута гіпотеза про патогенетичну роль окислювального стресу у пошкодженні клітин мозку, обумовлених його ішемізацією. У той же час багато питань, пов'язаних з механізмами захисту головного мозку в умовах ішемії від окисного стресу, залишаються предметом дискусій. Важливою проблемою залишається відсутність адекватної кількісної оцінки окисного стресу, як в умовах експериментальних досліджень ішемії мозку, так і при проведенні клініко-біохімічних зіставлень у хворих з церебро-васкулярною паталогією головного мозку. Відповідно до цього, визначення адекватних критеріїв оцінки власних ендогенних резервів антиоксидантного захисту організму людини і ефективності коригуючої антиоксидантної терапії є актуальним завданням. Вирішення цих проблем має важливе значення як для поглибленого розуміння механізмів пошкодження нервової тканини при ішемії мозку, так і для розробки на цій основі нових підходів до лікування судинних захворювань головного мозку.

Дослідженнями останніх років встановлено, що в патогенезі більшості захворювань, які визначають великий відсоток смертності та інвалідизації населення (мозкові інсульти, інфаркт міокарда, онкологічні захворювання, гіпертонічна хвороба та інші) важливу роль відіграє оксидативний стрес, що включає вільно-радикальне і перекисне окиснення, які призводять до пошкодження мембран і загибелі клітин [29,47,142,278,204]. Вільно-радикальне і перекисне окиснення як процес виявляється в метаболізмі клітини, як в нормі, так і при патології. Ішемічні зміни в органах і тканинах супроводжуються гіперактивацією вільно-радикальних процесів і порушенням функціонально-структурної цілісності біомембран на тлі оксидативного стресу [47,211]. Оксидативний стрес можна умовно розділити на три етапи: ініціація активних форм кисню ‒ вільнорадикальне окислення; утворення вільних радикалів; утворення перекисів і гідроперекисів ліпідів ‒ перекисне окислення ліпідів [44,157,240]. Існують переконливі докази того, що центральна роль в продукції АФК належить мітохондрії, зміни проникності їх мембран в результаті формування специфічного комплексу мітохондріальних пор та ініціювання мітоптоза. Крім супероксида ключову роль у формуванні оксидативного стресу належить NO і його більш агресивній формі ‒ пероксинітриту. Мітохондрія нейронів є важливим джерелом NO [143]. 
АФК також утворюються на всіх етапах глутамат-кальцієвого каскаду, так активація NMDA-рецепторів на постсинаптичній мембрані глутаматергічного синапсу призводить до збільшення внутрішньоклітинного Ca2+ і продукції АФК (супероксид-радикала, гідроксил-радикала, NO-радикала)[226]. В умовах оксидативного стресу АФК атакують макромолекули клітинної мембрани нейрона, що призводить до їх окислювальної модифікації і деструкції. Мембрани клітин, зокрема нейронів, характеризуються високим вмістом жирних поліненасичених кислот, легко окислюються під дією АФК, особливо супероксидрадикалу і гідроксілрадікалу. Пероксидні продукти окислення мембранних ліпідів порушують регулярну упаковку мембранного бішару і викликають утворення в мембрані дефектних зон, зараз в літературі йде активна дискусія про роль оксиду азоту та його дериватів, таких як нітрозоній (NO +), нітроксил (NO-) і пероксинітрит (ONOO-) у ціх процесах. Дослідженнями останніх років встановлено, що NO і особливо продукти його перетворення, такі як пероксинітрит (ОNOO-), іон нітрозонія (NO+), нітроксил (NO-) і діазоттриоксид (N2O3), є основними факторами реалізації нітрозативного стресу. 
На особливу увагу в розширенні уявлень про механізми цитотоксичності NO і загибелі нейронів заслуговує антиоксидантна тіол-дисульфідна система. Інтермедіати тіол-дисульфідній системи володіють транспортними властивостями щодо NO, тим самим підвищуючи його біодоступність, крім того, багато тіолів - глутатіон, цистеїн, метіонін здатні значно обмежувати цитотоксичність NO і його дериватів, збільшуючи шанс нейрона вижити в умовах ішемії [172,200,201,282]. Посилення утворення АФК в ішемізованому мозку відбувається при зниженні функціональної активності ТДС нейрона, СОД і каталази. А активність протікання реакцій оксидативного стресу і ініціювання АФК залежить від абсолютного або відносного вмісту в тканинах ендогенних антиоксидантів, внаслідок чого підвищення або зниження їх кількості може впливати на інтенсивність оксидативного стресу [152,171,178]. У ранні терміни ішемії розвивається нітрозативний стрес, приводячи до нітрозування тіолів, змінюючи тіол-дисульфідну рівновагу білків мітохондріальної пори, далі розвиваються оксидативний і карбонільний стреси, які суттєво зміщують тіол-дисульфідну рівновагу в бік окиснених тіолів, розвивається стійка мітохондріальна дисфункція з дефіцитом енергетичних запасів клітини, розвитком аутокоідоза, зміною відповіді генома і, як наслідок, ‒ клітина гине за типом некрозу.

Виснаження клітинного фонду ВГ призводить до окиснення білків і їх повного пошкодження. Внаслідок ішемії зростає кількість S-тіоліньованих білків, під впливом яких на цистеїнові протеази утворюються змішані внутрішньо та міжмолекулярні дисульфідні зв'язки, що призводить до зниження їх активності. S-тіолірування білків можна зупинити під впливом відновлюючих агентів, таких як глутаредоксін [260]. У цих умовах стабілізується (можливо за рахунок S-нітрозірування) транскрипційний фактор-1 (HIF-1), індукований при гіпоксії. Він зв'язується з ДНК і забезпечує експресію ряду генів, продукти яких перемикають тканини на анаеробний шлях обміну, зокрема підсилюють гліколіз і ангіогенез.

В умовах гострої ішемії головного мозку легко відбувається окиснення ферментів, що містять SH-групи, активними формами кисню. Накопичення окислених білків може відображати недоліки функціонування балансу між прооксидантами, антиоксидантами, репарацією, елімінацією біологічно пошкоджених протеїнів [123].

Як зазначалося раніше, у механізмах ішемічної нейродеструкціі важливу роль відіграє оксидативний стрес в основі якого лежить гіперпродукція активних форм кисню (АФК) біоенергетичними і нейрохімічними системами головного мозку. Накопичення в нейрональній клітині продуктів окисної модифікації ліпідів, білків і нуклеїнових кислот призводить до дисфункції мітохондрій, дефіциту енергії, зниження чутливості і специфічності рецепторів, порушення синаптичної передачі, а в подальшому ‒ до некротичної або апоптичної загибелі нервових клітин і розвитку у пацієнтів когнітивного дефіциту.
За останні 20 років відбулися значні відкриття в нейрохімії, нейрофізіології і нейрофармакології, які призвели до повної реорганізації знань в цій області і до іншого розуміння нейропротекції. З'явилися такі поняття, як нейротрофічність, нейропластичність, ендогенна нейропротекція. За цей період тенденція до пошуку препаратів з нейропротективними властивостями серед структурних аналогів ендогенних нейропротекторів зросла з величезною швидкістю [15,53,123]. Вищевикладене обґрунтовує застосування антиоксидантів в якості засобів вторинної нейропротекції. Знайшли клінічне застосування емоксипін, мексидол, тіотриазолін. Через призму ендогенної нейропротекції стали розглядатися багато захисних білків, фактори транскрипції, антиоксиданти, зокрема, система глутатіону [15,53,123,266].
Система глутатіону бере участь в реалізації цілого ряду найважливіших фізіологічних процесів: детоксикації та антиоксидантному захисті; в біохімічних перетвореннях вітамінів C, E, ліпоєвої кислоти і убихінона; в регуляції тіол-дисульфидної рівноваги; в процесі транспорту амінокислот; в підтримці відновленого середовища клітини; в регуляції вуглеводного, ліпідного та енергетичного обміну, в підтримці оптимального стану і функцій мембран мітохондрій; у регулюючому впливі на синтез білків теплового шоку (HSP); бере участь в реалізації механізмів програмованої клітинної загибелі [265,228,39,11,163]. У зв'язку з цим в якості перспективних нейропротекторів розглядаються не тільки глутатіон відновлений і його структурні аналоги, але й фактори небілкової природи, які регулюють систему глутатіону [183]. А в якості перспективного напрямку вторинної нейропротекції розглядається модуляція різних ланок глутатіонової системи нейрона. Великий інтерес у цьому відношенні, викликає напрямок нейропротекціі, спрямований на підвищення внутрішньоклітинного рівня, відновленого глутатіону і дослідження його ролі в редокс-регуляції життєдіяльності клітини. Відомо, що відновлений глутатіон є нейротрансміттером і нейромодулятором (в мікромолярних концентраціях є агоністом глутаматних рецепторів; в міллімолярних концентраціях модулює SH-групи NMDA- рецепторів)[39].

Ще одним напрямком в світлі проблеми церебральної ішемії є пошук підвищення стійкості нервової тканини до умов гіпоксії [15]. У світлі проблеми гіпоксії при церебральних патологіях головного мозку, велике значення приділяється регуляторним білкам, які індукуються в відповідь на гіпоксію, ‒ білкам сімейства HIFs. Дані білки відіграють провідну роль в системної відповіді організму на зниження кисню і синтезуються в більшості тканин, а максимальна їх експресія відзначена в нейронах [1]. Фактори HIF-1α і HIF-3α, які беруть участь у формуванні основи довгострокової адаптації до гіпоксії, а також регуляції гіперпродукції АФА і активності NOS, є перспективними мішенями для розробки стратегії лікування гострих порушень мозкового кровообігу, в генезі яких провідну роль відіграє гіпоксія. У літературі є переконливі дані позитивної дії індукторів HIF-1α щодо обмеження прогресування ішемії мозку [288,304].

Узагальнюючи принципи сучасної терапії ішемічного інсульту, дослідження необхідно проводити в двох головних напрямках: перше полягає у вивченні механізмів первинної і вторинної нейропротекції і пошуку шляхів підвищення стійкості нервової тканини до гіпоксії, другий напрямок ‒ підвищення терапевтичної ефективності нових церебропротекторів [126,145]. Перелік вже існуючих препаратів не завжди відповідає запитам сучасної медицини. Це зумовлює подальший пошук оптимальних речовин з церебропротекторною активністю.
Нами розроблена концепція нейропротекції в гострому періоді мозкового інсульту, яка полягає у фармакологічній модуляції рівня глутатіону ‒ важливого учасника системи ендогенної нейропротекції і нейропластичності, а також підвищення глутатіон-залежних механізмів ендогенної нейропротекції. В якості перспективних модуляторів глутатіонової ланки тіол-дисульфідної системи мозку нами були відібрані: селеназа ‒ активатор ГПО, глутоксим ‒ активатор експресії IL-2 і синтезу глутатіону відновленого de novo, глутаредоксін ‒ значимий цитозольний білок дисульфид-тіольного обміну, регулятор активності транскрипційних факторів (NF-1, AP-1, NF-kB), інгібітор ASK-1 кіназного шляху апоптозу.

Вільнорадикальне окиснення ‒ необхідний метаболічний процес, що розвивається в клітинах різних органів і тканин, зокрема в нейроні, а його надмірна активність є важливим патогенетичним фактором в дезорганізації структури бішару біологічних мембран клітин, деструкції білків, ферментів, підвищення проникності та утворення гігантських пор в мембранах мітохондрій. 

Встановлено, що вже на ранніх стадіях ішемії включається механізм активації окисної модифікації білків і перекисного окиснення ліпідів електронно-транспортними переносниками. Так вивчення процесів окисної модифікації білків (ОМБ) в гомогенаті мозку тварин з експериментальною ГПМК показало значне підвищення рівня маркерів окисної деструкції білкових молекул. У групі піщанок з ГПМК, яким не проводилася терапія досліджуваними препаратами рівень ранніх маркерів ушкодження ‒ альдегідних похідних білкових молекул (АФГ) підвищувався на 125,2% відносно значень ложно-оперованої групи. Зміст кетонфенілгідразонів (КФГ) також підвищувався на 201,8% на 4-ту добу експерименту. Аналіз літератури стосовно даного питання дозволяє відносити окиснювальну модифікацію білка до найбільш важливого ланцюга патогенезу ішемії головного мозку. Так як окиснення білкових макромолекул рецепторів, іонних каналів призводить до порушення генерації, передачі і розпізнавання нервового імпульсу, порушення функціональної активності нейронів і в кінцевому підсумку веде до розвитку неврологічного та когнітивного дефіциту і загибелі нейрона. Окиснені білки, які утворюються в результаті окисної деструкції здатні виступати як додаткове джерело вільних радикалів і ще більше виснажувати запаси внутрішньоклітинних антиоксидантних систем (глутатіону, глутатіон-залежних ферментів, СОД, каталази). Також продукти ОМБ опосередковують окислювальні пошкодження ДНК, призводять до зниження функції білків в ланцюгу переносників електронів, призводять до зниження активності АТФ-ази, вибірковості дії транспортних пор.
Зміна редокс-потенціалу мембран мітохондрій може проявлятися в дисфункції каскаду дихального ланцюга мітохондрій, порушуючи метаболізм нейрона [164,268]. Зниження енергетичного потенціалу нейрона, дефіцит кисню в тканинах головного мозку, гіперпродукція ексайтотоксичних амінокислот і активація вільно-радикального окиснення викликають пошкодження внутрішньої мембрани мітохондрій, що веде до відкриття неселективної мітохондріальної пори. Формування таких неспецифічних пір переводить роботу мітохондрій в неефективний режим, який супроводжується зниженням мембранного потенціалу, набуханням мітохондрій і пошкодженням зовнішньої мембрани. Результатом цього є процес окиснення субстратів без утворення АТФ. Енергозабезпечення клітин головного мозку залежить від рівня макроергічних фосфатів ‒ АТФ, АДФ АМФ, функції кожного мають важливе значення для клітинного гомеостазу. В умовах гіпоксії, як було описано вище, розвивається мітохондріальна дисфункція, зміна активності мітохондріальних ферментів, порушення іонного транспорту, пригнічення аеробного синтезу макроергів. Все описане вище підтверджується отриманими нами даними. Так ГПМК викликало збільшення швидкості відкриття мітохондріальної пори на 80% і падіння трансмембранного потенціалу мітохондрій на 78,2% в порівнянні з групою ЛО. Ми реєстрували зниження вмісту макроергічних фосфатів АТФ і АДФ на 60,8%, 42,5% відповідно з одночасним підвищенням АМФ на 91,7%, що має прооксидантні властивості в тканинах головного мозку в порівнянні з групою ложно-оперованих піщанок. Для розуміння глибини енергетичного дисбалансу нами були розраховані додаткові коефіцієнти. Показник енергетичного заряду (ЕЗ), який є показником ступеня наповнення системи АТФ - АДФ - АМФ високоенергетичними зв'язками, у групі контроля був нижче показника ложно-оперованих тварин на 15,9%. Це свідчить про превалювання енерговитратних процесів над енергостворюючими, що в кінцевому підсумку веде до загибелі клітин головного мозку в умовах енергодефіциту. Подібна динаміка відзначалася для показників індексу фосфорилювання (ІФ), енергетичного потенціалу (ЕП) і термодинамічного контролю дихання (ТДК). ІФ, який характеризує співвідношення змісту АТФ до концентрації інших аденілових нуклеотидів, знижувався в 2,26 рази. Показник ТДК, що відображає залежність активності дихального ланцюга мітохондрій від інтенсивності фосфорилювання, знижувався щодо значень ложно-оперованих тварин в 3,33 разів.

На тлі посиленої активації окисної модифікації білків в умовах моделювання ГПМК відбувається пригнічення основних антиоксидантних ферментів ‒ супероксиддисмутази (СОД) і каталази. Активність СОД і каталази в контрольній групі достовірно знижується на 31,9% і 43,9% відповідно щодо значень ложно-оперованих тварин.

Внаслідок пригнічення активності антиоксидантних ферментів та інтенсифікації вільно-радикального окиснення в ішемізованої тканині головного мозку відбувається порушення вуглеводно-енергетичного метаболізму. Це проявилося в компенсаторній активації анаеробного гліколізу, посиленні утворення лактату та іонів водню, що призводить до формування метаболічного лактат-ацидозу. У групі експериментальних тварин з модельною патологією на 4-ту добу спостереження зареєстровано підвищення лактату на 285,7%, що підтверджує наявність в головному мозку тварин з ГПМК енергодефіциту і лактат-ацидозу. Активація гліколізу супроводжувалася пригніченням активності ферментів циклу Кребса, про що свідчить зниження рівня малата і пірувата на 50% щодо аналогічних показників ложно-оперованих тварин. 
Той факт, що патобіохімічний каскад реакцій розвивається внаслідок ішемії мозку призводить до енергетичного дефіциту і порушення функціональної активності мітохондрій, ми вивчили здатність досліджуваних препаратів в умовах гіпоксії впливати на показники енергетичного забезпечення нейронів. Стан енергозабезпеченості клітин оцінювали за рівнем макроергічних фосфатів з подальшим розрахунком додаткових показників енергозабезпеченості і функціональної активності мітохондрій ‒ ЕЗ, ЕП, ІФ, а також ТКД. Всі досліджувані препарати в умовах моделювання порушення мозкового кровообігу були здатні підвищувати ступінь заповнювання системи АТФ-АДФ-АМФ високоенергетичними зв'язками (збільшення ЕП), сприяли зниженню швидкості мітохондріального дихання (збільшення ЕЗ), коригували дисбаланс співвідношення окремих макроергічних фосфатів (збільшення ІФ), а також інтенсивність фосфорилювання аденілнуклеотидної системи в цілому (збільшення ТКД). Так в ході наших досліджень встановлено, що застосування модуляторів системи глутатіону оказало, активуючу дію на аеробний шлях окиснення. Це виражалося у збільшенні синтезу АТФ за рахунок інтенсифікації аеробних шляхів окиснення глюкози, про що свідчить підвищення рівня малату (глутоксим на 147,4%; селеназа на 52,6%, глутаредоксін на 65,8%) і пірувату (глутоксим на 68,2%; селеназа на 50%, глутаредоксін 59,1%). Вміст лактату при цьому знижувався (на 40,7% в групі, яка одержувала глутоксим, на 37,0% в групі селенази і на 39,5% в групі глутаредоксіна) щодо рівня в контрольній групі. Курсове введення модуляторів системи глутатіону знижувало прояви мітохондріальної дисфункції, що виражалось в зниженні швидкості відкриття мітохондріальної пори в діапазоні від 2,04 до 2,14 разів і підвищенні трансмембранного заряду мітохондрії в діапазоні від 2,65 до 3,48 разів.

У зв'язку зі значною роллю малат-аспартатного шунта в продукції енергії при ішемії, цікавим виявилося вивчення здатності селенази, глутоксима і глутаредоксіна впливати на вказаний шунт. Курсове призначення досліджуваних препаратів призводило на 4 добу ішемії (період найбільш виражених патобіохімічних зрушень) до статистично достовірного підвищення вмісту малату при падінні концентрації лактату в порівнянні з показниками контрольної групи у головному мозку тварин. Лідирував серед досліджуваних препаратів за здатністю підвищувати концентрацію малату в гомогенаті мозку піщанок ‒ глутоксим. Значне підвищення рівня малату під дією цих препаратів може пояснюватися тим, що вони здатні активувати компенсаторний малат-аспартатний човниковий механізм, який забезпечує протонами електронно-транспортний ланцюг мітохондрій. Активація малатного-аспартатного шунта забезпечує збереження пірувату в піруватдегідрогеназної реакції і сприяє гальмуванню синтезу патологічних ліпідів. Крім того, привертає на себе увагу здатність досліджених препаратів інтенсифікувати окислювальні процеси циклу Кребса. 
Реалізація метаболітотропної дії препаратів пов'язана з їх позитивним впливом на глутатіонову ланку тіол-дисульфідної системи. Ми припускаємо, що виявлений механізм пов'язаний не тільки з антиоксидантними властивостями досліджуваних препаратів, а й з їх здатністю підвищувати біодоступність оксиду азоту і обмежувати токсичну дію його активних дериватів на нейрони в умовах ішемії. 
Обмеження реакцій оксидативного і нітрозативного стресу попереджає нітрозування тіольних редокс-залежних ділянок генів і попереджає депривацію експресії НSР70 в головному мозку піщанок, що підтверджується отриманими результатами даного дослідження. У свою чергу, підвищення рівня НSР70 сприяло активному протіканню реакцій малат-аспартатного човникового механізму та транспорту відновлених еквівалентів в мітохондрії.

Таким чином, відновлення тіольного редокс-статусу має виражений енерготропний ефект в умовах гострої ішемії головного мозку, опосередковано через підвищення рівня ВГ, посилення експресії HSP70, який бере участь в механізмах активації і регуляції компенсаторних мітохондріально-цитозольних шунтів енергії.

Проведення терапії досліджуваними препаратами призводило до підвищення активності і показників в системі антиоксидантних ферментів: при введенні тваринам глутоксіма активність СОД підвищувалася на 22,2%, каталаза - на 23,9% щодо відповідних значень контрольної групи. Селеназа і глутаредоксін надали більш виражений ефект щодо зазначених маркерів. Після терапії селеназою рівень СОД збільшився на 29,9%, каталаза ‒ на 28,3%; глутаредоксін ‒ СОД на 33,2% і каталаза ‒ на 36,9%. Провідну роль в захисті клітини від оксидативного стресу відіграє антиоксидантна система клітини, а важливою ланкою цієї системи є система глутатіону і залежні від нєї ферменти – ГПО, ГР, Г-S-T і система тіоредоксіна [259]. Наявний на сьогодні матеріал щодо ролі глутатіону дозволяє виділити цю систему як важливий компонент антиоксидантного захисту клітини і фактор формування захисно-пристосувальних реакцій при гіпоксії/ішемії. На користь цієї теорії говорять експериментальні дані, отримані на різних моделях ішемії головного мозку і в дослідах in vitro [39].
Вищеописані патобіохімічні каскади, що протікають в нейронах в умовах ішемії/гіпоксії, а також дані, що підтверджують захисну роль відновленої форми глутатіону в захисті клітин від загибелі, отримані нами в ході проведених експериментальних досліджень in vitro на виділеній нейрональній суспензії. У дослідженнях in vitro встановлено, що моделювання в суспензії нейронів основних молекулярно-біохімічних етапів оксидативного і нітрозативного стресу, а також глутаматної «ексайтотоксичності», супроводжувалося порушенням функціонування антиоксидантних систем і виснаженням внутрішньоклітинних запасів глутатіону.
Моделювання в умовах in vitro глутаматної ексайтотоксичності, яка обов'язково розвивається в умовах ішемії, шляхом внесення в інкубаційну нейрональну суспензію токсичних концентрацій глутамату (100 мкМ) викликало утворення активних форм кисню та азоту. Формування нітрозативного стресу супроводжувалося зниженням функціональної активності антиоксидантної системи ‒ системи глутатіону. Нами зареєстровано зниження рівня відновленої форми глутатіону на 65,5% на 60 хвилині в порівнянні з початковими значеннями. Гіперпродукція оксиду азоту, обумовлена активацією кальцій-залежних ізоформ NO-синтази, викликає посилене утворення нітрозотіолів, а в разі тривалого зберігання високих концентрацій NO і на тлі виснаження пулу відновлених тіолових групп, глутатіону і інших сірковмісних молекул, веде до значного накопичення нейротоксичного пероксінітріту. Про що свідчить підвищення рівня маркера NO-залежного оксидативного стресу ‒ нітротирозину (в 2 рази). В результаті нейротоксичності, викликаної високими дозами глутамату, відбувається перезбудження NMDA- рецепторів з наступною їх деградацією на пептидні фрагменти (NR2- пептид) [30]. У контрольній нейрональній суспензії нами був зареєстрований значний зріст (в 5 разів) NR2- пептиду в порівнянні з інтактною суспензією. 
Преінкубація нейрональної суспензії з модуляторами системи глутатіону сприяла обмеженню гіперактивності NMDA-рецепторів, що виражалося в зниженні рівня NR2-пептиду (селенази на 18,8%, глутоксима на 19,6%, глутаредоксіна на 68,5%, мексидола на 10,9%). Нами також зареєстровано зниження накопичення токсичного нітротирозину (селен аза ‒ 12,5%, глутоксім ‒ 25%, глутаредоксін ‒ 49,1%, мексидол ‒ 17,9%), що свідчить про деяке обмеження розвитку реакцій нітрозативного і оксидативного стресу. Обмеження оксидативного і нітрозативного стресу, а також глутаматної ексайтотоксичності, на нашу думку, є наслідком підвищення рівня відновленого глутатіон (підвищення рівня ВГ селеназа ‒ 7,9%, глутоксим ‒ 25,2%, глутаредоксін ‒ 10,2%, мексидол ‒ 5,5%) ‒ інтегративного показника ТДС.
Внесення в инкубаційне нейрональне середовище дінітрозольного комплексу заліза (DNIC) в цитотоксичної концентрації 250 мкмоль призводило до підвищення маркерів окисної модифікації білків ‒ АФГ і КФГ, а також до збільшення вмісту нітротирозину. Аналіз отриманих результатів виявив, що максимальне підвищення вмісту АФГ (найбільш ранній маркер ОМБ) спостерігалося на 30 хвилині інкубації ‒ в 2,5 рази, тоді як на 60 хвилину після внесення DNIC концентрація АФГ дещо знизилася і була в 2,1 рази вище щодо інтактної нейрональної суспензії на даний часовий період. Поряд з АФГ ми спостерігали наростання рівня КФГ (пізній маркер ОМБ). Концентрація КФГ наростала поступово з 26,8% на 15 хвилині інкубації до підвищення в 2,2 рази на 60 хвилині. Поряд з маркерами ОМБ нами було зареєстровано зростання нітротирозину. Концентрація нітротирозину зростала поступово починаючи з 15 хвилини спостереження (49,4%) і до 60 хвилині інкубації значення нітротирозину були в 3,3 рази вище в порівнянні з вихідними даними. Внесення в суспензію нейронів DNIC призвело до розвитку оксидативного і нітрозативного стресу і, як результат, ‒ порушення ТДР. Виявлений дисбаланс в системі глутатіону призвів до зниження рівня відновленого глутатіону (на 46,5% на 30 хвилині і на 69,3% на 60 хвилині інкубації) і до підвищення глутатіону окисненого (на 88% і в 4,1 рази на 30 і 60 хвилині відповідно). Описаний дисбаланс у системі тіольних антиоксидантів супроводжувався зниженням активності ферментів глутатіонової системи ‒ Г-S-T, ГР, ГПО на 49,3; 74,6; 79,4% відповідно на 60 хвилині спостереження. Також встановлено, що неконтрольоване зростання активних метаболітів оксиду азоту в умовах NO-залежного оксидативного стресу призводить до окиснення білків дихального ланцюга мітохондрій і інактивації мітохондріальної супероксиддисмутази [271], що ще більше виснажує антиоксидантну систему нейрона [243,251,279]. Нами відмічено зниження активності СОД на 54,8% на 60 хвилині спостереження, яка грає ключову роль у знешкодженні супероксид-радикалу. Введення в суспензію нейронів модуляторів ТДС (селенази, глутоксима, глуторедоксіна) викликало позитивний ефект щодо досліджуваних показників. Спостережуване зниження концентрації нітротирозину свідчить про обмеження нітрозативного стресу в нейрональній суспензії після преінкубаціі з досліджуваними препаратами. Дані нітротирозину були наступними: при преінкубаціі з селеназою рівень маркера знизився на 40,7%; з глутаредоксіном на ‒ 50%, з глутоксимом на ‒ 44,9% в нейрональній суспензії.
Обмеження проявів оксидативного стресу судили за зниженням маркерів окисної деструкції білка на 60 хвилині інкубації: селеназа АФГ ‒ на 34%, КФГ ‒ на 37,1%; глутаредоксін АФГ ‒ на 43,5%; КФГ ‒ на 41,5% Зниження маркерів ОМБ для глутоксима носило позитивний характер, проте виявилося статистично не значущим. Зниження маркерів оксидативного стресу супроводжувалося зростанням СОД. Найбільш активним в ході дослідження виявився глутаредоксін. Внесення його в інкубаційне середовище сприяло збереженню ТДР. Так застосування глутаредоксіна призвело до підвищення рівня GSH на 85,8% і зниження окисненої форми на 63,7%. Позитивний ефект виявлено і в ставленні ферментів ТДС: Г-S-T на 79,7%, ГР в 3,38 разів, ГПО в 4.2 рази.
Схожі дані були отримані нами і при внесенні в інкубаційне нейрональне середовище 1-хлор-2,4-динітробензолу (CDNB-80 мкмоль) ‒ селективного інгібітора глутатіон-S-трансферази, який утворює з GSH кон'югати. Це призвело до депривації глутатіонової ланки ТДС. Виснаження ТДС викликає неконтрольовану продукцію активних форм кисню та азоту і розвиток оксидативного та нітрозативного стресу, доказом чого служить зазначене нами підвищення рівня нітротирозину в суспензії нейронів на 70,7% на 60 хвилині інкубації. Крім того, спостерігається статистично значуще зниження рівня глутатіону відновленого на 86,4%, і зниження активності ключових ферментів тіол-дисульфідної системи - Г-S-Т на 51%, ГР ‒ на 65% і ГПО ‒ на 77% по відношенню до інтактних проб на 60 хвилині інкубації. Розвиток оксидативного і нітрозативного стресу, що супроводжується неконтрольованим зростанням АФК і АФА підтверджує значиму роль відновленого глутатіону і ТДР в нормалізації метаболічних процесів в нейроні і здатності до виживання нервової клітини в умовах ішемії. Таким чином, можливим поясненням загибелі нейрона в умовах ішемії є зміщення ТДР. Для дослідження механізмів нейропротективної дії селенази, глутоксима і глутаредоксіна нами була вивчена їх здатність в концентрації 10-5М впливати на показники ТДС і нітрозативного стресу в суспензії нейронів преінкубованих з CDNB. Глутоксим знизив вміст нітротирозину на 44,9%; рівень відновленого глутатіону зріс на 154%; ГПО ‒ на 74,6%; Г-S-Т ‒ на 91,9%; ГР ‒ на 74,5%. Дія селенази також мала позитивний вплив на рівень ферментів глутатіонової ланки і глутатіону відновленого (ВГ збільшився на 136%, ГР ‒ на 88,2%, ГПО ‒ на 121,1%, Г-S-Т ‒ на 88,2%). Рівень нітротирозину знизився на 40,3%. Результатом фармакологічного ефекту глутаредоксіна було зниження рівня нітротирозину на 47,3%. Глутатіон відновлений підвищився на 144%, ГР ‒ на 182,4%, ГПО ‒ на 81,7%, Г-S-Т ‒ на 97,5%.
На нашу думку, нейропротективні ефекти досліджуваних препаратів in vitro пов'язані з модулюючим впливом селенази, глутоксима і глутаредоксіна на редокс-чутливі транскрипційні фактори АР-1, NF-kB, NF-1, які призводять до зростання експресії генів антиоксидантних ферментів (GPR, GR, GST, SOD, каталаза) і генів ферментів, які забезпечують підтримання стабільної внутрішньоклітинної концентрації ВГ (γ-глутамілтрансферази, γ-глутамілцістеїнсинтетази) за рахунок його синтезу de novo.

На користь того, що відновлений глутатіон виконує виключно захисну роль при ішемії головного мозку говорять експериментальні дані, отримані нами на моделях ішемії головного мозку у монгольських піщанок. Результати проведених нами досліджень вказують на те, що формування ГПМК у гризунів призводить до зміщення тіол-дисульфидної рівноваги у вигляді зменшення пулу її відновлених форм, в першу чергу глутатіону. Так в даних умовах відзначалося виражене зниженням рівня його відновленої форми на 85,6% в цитозольній і на 81,4% в мітохондріальної фракції з паралельним підвищенням вмісту дисульфіду в цитозольній на 130,3% і на 165,7% в мітохондріальної фракції і, як наслідок порушенням співвідношення ВГ/ОГ, що виражалося і в зниженні рівня загальних SH-гpyпп в 4 і 3 рази в цитозольній і мітохондріальній фракції відповідно в порівнянні з групою ложно-оперованих тварин. У функціонуванні глутатіон-залежної ферментативної системи в тканинах мозку у піщанок з ГПМК зареєстровано порівнянне зниження активності ГПО, ГР та Г-S-Т. Біохімічний аналіз цитозольної і мітоходріальної фракції показав, що мітохондрії найбільш чутливі до оксиного стресу, що пояснюється більш високою активністю мітохондріальних ферментних систем антиоксидантного захисту. Так активність ГПО знизилася на 77% в цитозольній фракції і на 84,2% в мітохондріальній фракції, активність ГР знизилася на 73,3% і 81,3% в цитозольній і мітохондріальній фракціях відповідно і активність Г-S-Т знизилася на 61,4% і 60,2% в цитозольній і мітохондріальній фракції відповідно головного мозку тварин в порівнянні з групою ЛО. Встановлено, що саме зміни з боку тіольної неферментативної і ферментативної ланки антиоксидантної системи, які проявляються в зниженні відновленої і підвищенні окисненої форм, є однією з ранніх ознак порушення захисту клітин при ішемічних станах мозку. Зниження рівня відновленого глутатіону в тканинах мозку, виявлене нами у монгольських піщанок з експериментальним ГПМК, може бути наслідком зниження його синтезу пов'язаного з порушенням тканинного дихання, обумовленого ішемією. Це призводить до зменшення рівня АТФ, необхідного для синтезу глутатіону. Іншою причиною зменшення пулу внутрішньоклітинного глутатіону може бути дефіцит цистеїну, внаслідок його активного використання в якості антиоксиданту. Крім того, відомо, що глутатіон і глутатіон-пов'язані ферменти відіграють важливу роль в підвищенні толерантності головного мозку до ішемії. Низка експериментальних робіт демонструє, що попередня надекспресія ГПО захищає тварин від інсульту і набряку, а також послаблює прояви неврологічного дефіциту; і навпаки, ‒ дефіцит ГПО призводить до збільшення обсягу інфаркту мозку [162,192,300]. Зниження рівня GSH, що становить близько 90% всіх SH-груп клітини призводить до підвищення доступності мембрани для токсичної дії АФК та АФА. Збільшення функціонування системи глутатіону, а також пов'язаних з його обміном антиоксидантних ферментів ГПО, Г-S-Т і ГР, захищає мозок від активних форм кисню та азоту і продуктів окисної деструкції, і певною мірою дозволяє відновити рівновагу та поліпшити редокс-гомеостаз. Останнє підтверджується проведеними нами дослідженнями з введенням експериментальним тваринам модуляторів тіол-дисульфідній системи ‒ селенази, глутоксима і глутаредоксіна. Введення досліджуваних препаратів викликало позитивні ефекти як щодо реактивації антиоксидантних ферментів, так і до відновлення тіол-дисульфидної рівноваги. Модуляція системи глутатіону, а також пов'язаних з його обміном антиоксидантних ферментів - ГПО, ГР та Г-S-Т, в певній мірі дозволяє відновити рівновагу і обмежити окислювальний стрес в нервовій тканині [15,41]. Введення досліджуваних препаратів надавало односпрямований, але не рівнозначний за силою модулюючий ефект. Найбільш активно підвищував рівень GSH і знижував GSSG глутоксим, що виражалося в підвищенні співвідношення ВГ/ОГ. Застосування глутаредоксіна статистично достовірно призводило до нормалізації функціонування ГР і Г-S-Т, слід зазначити, що за даними показниками наш препарат був активнішим і пірацетаму. Селеназа лідирувала, підвищуючи активність ГПО, що статистично значимо відрізняло цей показник від групи контролю та групи препарату порівняння. Зазначені ефекти обумовлені тим фактом, що досліджувальні препарати відносяться до групи антиоксидантів, сприяють реактивації антиоксидантних ферментів і відновлюють ТДР [12,18,20]. Отримані дані свідчать про важливу роль досліджуваних препаратів у функціонуванні системи глутатіону. У тварин експериментальної групи, які отримували селеназу на 4 добу експерименту нами зареєстровано статистично достовірне зниження рівня ОГ і підвищення рівнів ВГ і загальних -SH груп, як в цитозольній так і мітохондріальній фракціях головного мозку тварин. Необхідно відзначити, що показники відновлених форм глутатіону перевищували такі в групі порівняння. Нами також відзначені статистично значущі відмінності активності ферментів ТДС (ГР, ГПО, Г-S-Т) в цитозольній і мітохондріальній фракціях даної експериментальної групи. Активність ГПО у тварин, які отримували терапію селеназою в гострий період (4 доба) підвищувалася в 2,23 разів в цитозольній фракції і в 2,37 в мітохондріальній фракції. За активністю ГПО та Г-S-Т селеназа достовірно відрізнялася від пірацетама. Ми спостерігали підвищення рівнів відновлених форм глутатіону при терапії глутоксимом (ВГ в 4,8 разів в ц. фр. і в 3,75 разів в міт. фр; SH-групи в 2,92 рази ц. фр і в 2,3 рази міт. фр., по відношенню до групи контролю і пірацетаму) та зниження окиснених форм глутатіону (ОГ в 1,8 разів в ц. фр і в 1,98 разів міт. фр.) по відношенню до групи контролю. Статистично достовірні показники отримані нами в групі глутоксима щодо  глутатіон-пов'язаних ферментів. Підвищення функціонування системи глутатіону (підвищення ВГ, -SH і зниження ОГ), а також пов'язаних з його обміном антиоксидантних ферментів ГПО, Г-S-T і ГР, при проведенні церебропротекторної терапії глутаредоксіном у монгольських піщанок з ГПМК відображалось в статистично значимій відмінності за всіма перерахованими показниками в порівнянні з групою контролю, і практично за всіма показниками в порівнянні з группою, яка одержувала пірацетам.

Останнім часом значну кількість робіт присвячено вивченню ролі відновленого, окисненого глутатіону і загальному тіольному редокс- потенціалу клітини в механізмах регуляції генної активності і процесів життєдіяльності клітини в цілому, у тому числі процесів її диференціювання, апоптозу, некрозу і ендогенних механізмів цитопротекції [37,39,41,75].
На тлі активації оксидативного стресу, зниження внутрішньоклітинного вмісту ВГ і зростання рівня ОГ спостерігається фосфорилювання і деградація IkB і активація NF-kB [209,273]. Це, зокрема, може призвести до збільшення швидкості транскрипції генів прозапальних цитокінів та індукції летальної програми нейрона. Велика кількість робіт присвячена взаємозв'язку між генерацією АФК, АФА, функцією мітохондрій і реалізацією апоптозу. Мітохондрії, як джерело АФК, також можуть виступати як мішені регуляторних молекул при передачі апоптогенних сигналів [121]. Мітохондріальний шлях реалізації апоптозу полягає в порушенні редокс-балансу клітини, порушенні електронного транспорту, зниженні трансмембранного потенціалу мітохондрій, відкритті гігантської мітохондріальної пори, виходу апоптогенних факторів. Відомо, що однією з мішеней АФК в клітині є нуклеїнові кислоти. Виникаючі при цьому ушкодження ДНК, що зумовлюють активацію гена р53, можуть призводити до запуску ядерного шляху апоптозу. TNF-опосередкований апоптоз (рецепторний) обумовлюється взаємодією даного цитокіну з відповідним лігандом запускає внутрішньоклітинний каскад активації каспаз. Такі дії на клітину, як АФК, АФА, цитокіни, гормони, фактори росту та ін., обумовлюють активацію певних елементів системи сигнальної трансдукції [121]. Її найважливішими ланками є протеїнкінази, що активують одна одну за каскадним принципом. Особлива роль в реалізації клітинної відповіді належить редокс-чутливим МАР (Mitogen-activated protein), кіназам (МАРК) [121]. Зокрема, АФК активують білки MAPK (зокрема, білок ASK1- Apoptosis signal-regulating kinase 1, який активує як JNK, так і р38), які запускають сигнальний каскад [121]. JNK утримується в неактивній формі глутатіон-S-трансферазою. АФК і АФА інактивують фосфатази, які відщеплюють фосфатні групи від специфічних ферментів, викликаючи тим самим їх інактивацію [121].
Встановлено, що в умовах дисбалансу окисного метаболізму важливу роль в реалізації летальної програми клітин відіграють МАР ‒ кінази JNK і p38. Активація факторів транскрипції NF-κB і p53 (за рахунок їх фосфорилювання МАР-кіназами і/або впливу АФК) призводить до зміни рівня експресії генів, що кодують білки-регулятори апоптозу сімейства Bcl-2. Останні відіграють вирішальну роль у виборі клітинної відповіді при окислювальному стресі [60]. Дані протеїни можуть змінювати свою активність в результаті взаємодії один з одним під впливом вищезазначених компонентів редокс-чутливих сигнальних систем, а також окисної модифікації. Поряд з цим АФК виступають в ролі вторинних месенджерів, які опосередковують активацію ключових білків-регуляторів апоптозу [121].
Невід'ємною частиною оксидативного стресу є локальна запальна реакція, що супроводжується гіперпродукцією прозапальних цитокінів TNF-α і IL-1. Останні в свою чергу активують NF-kB. Нами були досліджені рівні цитокінів TNF-α, IL-1β і IL-4 на 4 добу після експериментальної ГПМК у монгольських піщанок. Як свідчить проведене дослідження, зміст прозапальних цитокінів підвищилося таким чином: TNF-α (в 4,6разів), IL-1β (в 2,5 разів). Одночасно нами зареєстровано зниження протизапального цитокіну IL-4 на 82,9%. Все це підтверджує наявність локального запалення в  зоні ішемії головного мозку екпериментальних тварин. Результуючим вектором описаних змін є цитокін-опосередковане підвищення активності індуцібельної NOS, що призводить до ще більшого посилення продукції АФК і АФА, а також до індукції апоптотичного сценарію загибелі нейрона в умовах експериментального ГПМК.
Курсова терапія модуляторами системи глутатіону призводить до статистично значимого підвищення вмісту протизапального IL-4 (селеназа ‒ на 11,8%, глутоксим ‒ на 23,7% і глутаредоксін ‒ на 19,7% в порівнянні з групою контролю). Таке підвищення IL-4 пригнічує прозапальну активність макрофагів і секретцію ними TNF-α і IL-1β. Це виражається в достовірному зниженні вмісту TNF-α у всіх досліджуваних препаратів (селеназа ‒ на 69,6%, глутоксим ‒ на 75,9%, глутаредоксін ‒ на 31,6% в порівнянні з контрольною групою), зниження рівня IL-1β не показало статистично значущих відмінностей в порівнянні з групою контролю і носило лише характер тенденції. Описані зміни співідношень між протизапальними і прозапальними цитокінами: перше обмежує локальну запальну реакцію в зоні ішемічної напівтіні, що підвищує шанси нервової клітини на виживання, і друге запобігає цитокін-опосередкованому підвищенню активності індуцібельної NOS. Останнє виявляється в зниженні гіперпродукції токсичних дериватів оксиду азоту (в групі з введенням глутоксима - на 73,9%; селенази - на 55%; глутаредоксіна - на 75%). Та все це призводить до зниження цитотоксичного набряку в зоні пенумбри в гострий період ішемії і обмеження реакцій нітрозативного стресу. Виконуючи роль вторинних посередників, активні форми кисню та азоту можуть змінювати функціонування нейрона аж до запуску в ньому суїцидальної програми. Таким чином, вивчення механізмів програмованої загибелі нейрона в умовах оксидативного стресу і фармакологічна корекція механізмів реалізації апоптозу є патогенетично обгрунтованою мішенню терапії соціально значущих захворювань.
Значну кількість робіт присвячено участі білків ендогенної цитопротекції ‒ HIF і HSP в регуляції цих процесів, отже актуальним є використання даних білків з метою підвищення стійкості нейрональних клітин до гіпоксії/ішемії. Ряд дослідників висловлює припущення про здатність HSP70 протистояти мітоптозу за рахунок транспорту і фолдингу білків в мітохондріях, ‒ обмеженню шкідливої дії вільних радикалів на мембрани мітохондрій [202]. Крім того, завдяки властивості білків теплового шоку збільшувати «час життя» HIF, активуються компенсаторні мітохондріально-цитозольні шунти продукції енергії [108,229,235]. Все вище зазначене свідчить про велике значення експресії і синтезу білків теплового шоку в реалізації компенсаторно-адаптаційних клітинних реакцій в умовах окисного стресу. Ще однією значною властивістю білків теплового шоку, описаних у науковій літературі, є їх регулюючий вплив на процеси клітинної загибелі [108,229,235]. На нашу думку, дані ефекти білків теплового шоку пояснюються наступним: по-перше, завдяки здатності білків теплового шоку обмежувати цитотоксичні ефекти вільних радикалів; по-друге, за рахунок своєї енерготропної дії HSP70 в умовах гіпоксії запобігають падінню мембранного заряду мітохондрій і відкриттю мітохондріальної пори, і, нарешті, по-третє, HSP-білки, на думку деяких дослідників, модулюють експресію редокс-чутливих транскрипційних факторів NF-kB і с-fos, що пов'язано з їх основною біологічною функцією білків – шаперонів. А тандем білків HSP ‒ HIF є універсальним механізмом захисту нейронів від пошкоджень різного генезу. З огляду на значимість HSP-білків в процесах цитопротекції увага вчених націлена на можливість використання білків теплового шоку для попередження і лікування ряду нейродеструктівних захворювань. У наших дослідженнях була зроблена спроба в умовах гострого порушення мозкового кровообігу встановити здатність модуляторів системи глутатіону (селенази, глутоксима і глутаредоксіна) впливати на рівень факторів ендогенної цитопротекції ‒ HSP-білків і HIFs, що буде проявлятися в захисній дії досліджуваних препаратів. Вивчення характеру синтезу HSP - білків в тканинах головного мозку в умовах модельної патології показало різноспрямований характер їх змісту в різні терміни ішемії. 
Моделювання ГПМК шляхом односторонньої перев'язки загальної сонної артерії у монгольських піщанок викликало активацію транскрипції генів стимулюючих синтез білка теплового шоку HSP70, на що вказує підвищення його рівня в тканинах головного мозку тварин. Нами зафіксовано підвищення HSP70 в 1,94 разів відносно показників ложно-оперованих тварин вже на 1 добу експерименту. На нашу думку це пояснюється шаперон активністю білків сімейства HSPs в умовах оксидативного стресу, спрямовану на інтенсифікацію резервно-адаптаційних можливостей в гострий період ішемії. Зниження концентрації білка HSP70 (на 16,3%) на 4 добу ішемії пов'язана, ймовірно, з наростанням реакцій оксидативного і нітрозативного стресу і зривом компенсаторних можливостей антиоксидантної системи головного мозку експериментальних тварин. Важливо відзначити, що в умовах надлишку АФК і АФА, окисній модифікації піддаються і самі білки HSP70, також знижується експресійна активність генів, які кодують синтез даних білків. Все це призводить до порушення функціональної активності HSPs білків і обмежує їх протекторні властивості в умовах ішемії. Слід зазначити, що надлишок окиснених форм глутатіону в умовах дефіциту його відновлених форм, надає прямий інгібуючий вплив на експресію білків теплового шоку і призводить до запуску процесів загибелі нейронів. Призначення тваринам модуляторів тіол-дисульфідної системи надавало позитивний ефект на концентрацію HSP70 білків, починаючи з 1 доби ішемії. Найбільш активними в цьому відношенні були глутаредоксін і глутоксим. Застосування глутаредоксіна сприяло активації експресії HSP70 білка на 23,6% через 24 години після моделювання патології, а на 4 добу ‒ на 41,3%. Фармакокорекція глутоксимом призвела до підвищення експресії білка на 21,9% на 1 добу експерименту і на 37,3% на 4 добу. Терапія селеназою призвела до наступних результатів: підвищення експресії HSP70 білку на 10,3% і 26,6% на 1 і 4 добу ішемії відповідно. Дослідженнями ЗТ-ПЛР нами було встановлено, що на 4 добу церебральної ішемії відзначається тенденція до підвищення експресії мРНК hsp70 в усіх експериментальних групах в 3,6 ‒ 4,2 рази в порівнянні з групою контрольної патології. Слід зазначити, що всі досліджувані препарати практично в рівній мірі надавали ефект на дані показники. При порівняльному аналізі рівня білка HSP70 та експресії hsp70 на 4 добу постоклюзійного періоду на тлі проведеної терапії досліджуваними сполуками відзначено підвищення експресії гена і збільшення синтезу білка, що свідчить про мобілізацію механізмів ендогенної нейропротекції під дією проведеної терапії. Подібний механізм дії досліджуваних препаратів обумовлений їх участю в нормалізації ТДР і, як наслідок, ‒ стабілізації білку та актівації експресії гена hsp70 в нейронах під дією препаратів.
Курсове призначення досліджуваних препаратів протягом 4 діб після модельної ГПМК призводить до достовірного підвищення експресії hif-1α, лідирує в цьому ряду глутоксім (в 37 разів вище контрольної групи) ˃селеназа (в 20 разів вище контролю) ˃пірацетам (в 17 разів вище контролю) ˃ глутаредоксін (в 15 разів вище контролю). Слід зазначити, що достовірні відмінності відносно експресії hif-3α показав тільки глутаредоксін (в 9 разів вище контролю). Така індукуюча дія досліджуваних препаратів на експресію HIF-1α і HIF-3α має досить важливе значення в умовах гіпоксії. Стабілізована HIF згодом активує експресію різних генів, які сприяють клітинної адаптації до цих умов.

Для оцінки глибини порушень метаболізму в тканинах головного мозку тварин з експериментальною церебральною ішемією ми досліджували вміст деяких маркерів нітрозативного стресу. Інтенсивність продукції монооксиду азоту безпосередньо пов'язана з ефективністю роботи ферментів, які беруть участь в енергопродукції. Потенційні препарати, здатні запобігати розвитку мітохондріальної дисфункції при ішемії, повинні коригувати якомога більше метаболічних процесів, а також впливати на глибину розвитку стресових порушень.
Описане вище виснаження системи антиоксидантів на 4 добу після моделювання патології призводило до зростання маркерів нітрозативного стресу рівень стабільного метаболіту оксиду азоту ‒ нітротирозину вище в 4,4 рази, а загальних нітритів на 75,5% в порівнянні з групою ложно-оперованих тварин в ці терміни спостереження. Модельована нами гостра ішемія призводить до гіперпродукції АФК і АФА, які атакують макромолекули клітинної мембрани нейрона, що призводить до їх окиснювальної модифікації і деструкції.
Курсова терапія модуляторами системи глутатіону призводить до зниження гіперпродукції NO, а також до зниження рівня токсичних дериватів оксиду азоту (в групі з введенням глутоксима ‒ на 73,9%; селенази ‒ на 55%; глутаредоксіна ‒ на 75%). Описана вище здатність селенази, глутоксима і глутаредоксіна обмежувати розвиток оксидативного і нітрозативного стресів, модулювати активність NOS, тим самим зменшуючи надлишок NO, в деякій мірі пояснює їх мітопротективну дію.

Результатом формування в умовах церебральної ішемії всіх ланок багаторівневого каскаду патобіохімічних порушень є активація оксидативного і нітрозативного стресів, розвиток мітохондріальної дисфункції, і як наслідок, ‒ енергетичного дефіциту з розвитком лактат-ацидозу, що призводить до порушення стану клітин головного мозку в зоні постішемічного пошкодження. У клітинах мозку відбуваються комплексні патологічні зміни ‒ порушення процесів внутрішньоклітиного гомеостазу і процесів репарації, розвиток цитотоксичного набряку і локального запалення тканини мозку. В разі неможливості відновити функціональний гомеостаз в клітінах активується програма апототичної загибелі нейрона. Погіршення функціонування клітин головного мозку і загибель нейронів в зоні пенумбри призводить до розвитку стійких неврологічних порушень та інвалідізації пацієнтів з ішемічним інсультом [122,296]. Незворотність пошкодження тканини мозку, при церебральній ішемії, залежить від вираженості агресивних наслідків каскаду нейродеструкціі [15]. Навіть при короткочасній ішемії виникає дисфункція мітохондріальних систем в нейронах, 
в результаті чого виникає стійкий енергодефіцит і ініціюється некротичний шлях загибелі нейрональних і гліальних клітин. Фінальним результатом нейродеструктивного каскаду при церебральній ішемії є загибель тканин мозку і всього організму в цілому [15]. 
Дослідження неврологічного статусу тварин за шкалою McGrаw показало, що у ложно-оперованих піщанок не розвивалося важких неврологічних порушень у вигляді парезів і паралічів. Відзначено прояв легкої неврологічної симптоматики у вигляді млявості рухів у 33,3% випадків від загальної чісельності групи на 1 добу експерименту. У тварин контрольної групи в гострому періоді спостерігалися як помірно виражені неврологічні порушення (млявість, сповільненість рухів, слабкість кінцівок, птоз, манежні рухи в 66,6 - 100% віпадків), так и важкі ‒ парези (53,3%) і паралічі кінцівок (33,3%). Аналіз виживання протягом 4 діб після операції показав, що в групі ложно-оперованих загибелі тварин не спостерігалося. У групі контролю випадки загибелі піщанок відзначалися до 4 діб включно. Показник виживання в цій групі зменшився з 85% на першу добу до 36,5% на 4 добу, що характеризувало спрямованість і вираженість встановлених нами патобіохімічних порушень в головному мозку тварин на дані терміни ішемії.
Відновлені тіоли, в першу чергу, глутатіон, здатні зв'язувати активні форми NO і попереджати утворення пероксинітрита, обмежуючі тим самим його токсичну дію [158]. Це підтверджується нашими дослідженнями. Так зниженя концентрації відновленого глутатіону протікало паралельно з накопиченням нітротирозину і формуванням неврологічного дефіциту, що в кінцевому підсумку обумовлювало розвиток стійкого неврологічного дефіциту (10,52 ± 0,52 бала) у піщанок. 
Введення селенази, глутоксима і глутаредоксіна протягом 4 діб експерименту істотно знижувало прояв легкої неврологічної симптоматики і призводило до відсутності парезів і паралічів кінцівок, а також значно впливало на виживання тварин в гострий період ішемії. У групах тварин, які отримували глутоксим і глутаредоксін загибель тварин відзначена тільки протягом першої доби. У групі з введенням селенази смертність спостерігалася протягом двох перших діб. Відсоток тварин, які вижили, в експериментальних групах значно перевершував групу контрольної патології. В ході нашого експерименту відзначена кореляційна залежність між вагою неврологічних проявів, рівнем відновленого глутатіону і нітротирозину. Наявність або відсутність лінійного зв'язку між показниками, а також їх тісноту і статистичну значущість визначали обчисленням критерію кореляції Пірсона (r). Проведений статистичний аналіз і побудова діаграм розсіювання підтверджує наявність залежності формування неврологічного дефіциту і рівня відновленого глутатіону.
Дослідженнями in vitro та in vivo показано, що модуляція тіольного статусу шляхом введення позитивних модуляторів ТДС в експериментально-обгрунтованих дозах: селенази (50 мкг / кг), глутоксіма (50 мг / кг) і глутаредоксіна (200 мкл / кг) тваринам з ГПМК супроводжувалася проявом комплексної нейропротективної активності, яка складалася з багатьох компонентів. Це стабілізація функціонального стану мітохондрій і обмеження розвитку мітохондріальної дисфункції шляхом попередження утворення гігантської мітохондріальної пори-каналу. Це позитивний вплив на енергетичний метаболізм шляхом активації компенсаторних шляхів утворення енергії і обмеження розвитку лактат-ацидозу. Зменшення прояву оксидативного і нітрозативного стресів, активація ключових тіол-дисульфідних і антиоксидантних ферментів. Стимуляція синтезу цитопротекторів HSP і HIF- білків. Обмеження реакцій локального запалення шляхом зниження рівня прозапальних цитокінів і підтримки високої концентрації протизапальних інтерлейкінів. Сумарним ефектом дії досліджуваних препаратів є встановлена нами здатність підвищувати виживання експериментальних тварин в гострий період ішемії з паралельним зменшенням розвитку тяжкого неврологічного дефіциту. Так призначення препаратів експериментальним тваринам значно послаблювало тяжкість неврологічної симптоматики, що виражалося в достовірному зниженні бала за шкалою McGrаw. Встановлені нами позитивні ефекти модуляторів ТДС на функціонально-біохімічні показники мозкової тканини, а також їх здатність обмежувати неврологічні відхилення в умовах ішемії призводили до підвищення виживання тварин в гострий період ішемії. Аналіз отриманих даних показав, що всі досліджувані препарати підвищували відсоток виживання тварин по відношенню до контрольної групи.
Таким чином, проведеними експериментальними дослідженнями in vitro та in vivo встановлено, що позитивна модуляція стану тіол- дисульфідної системи виявлялася в комплексному нейропротективному ефекті, який забезпечувався антиоксидантною, енергомодулюючою, мітопротективною дією, а також здатністю впливати на тонкі механізми ендогенної нейропротекції і компенсаторно-пристосувальні реакції, спрямовані на модулюючу дію HSP70 білків. Поєднання антиоксидантних властивостей і здатності модулювати транскрипцію генів у досліджуваних препаратів призводить до більш вираженого впливу на експресію і синтез досліджуваних протекторних білків.
Аналіз отриманих даних показав, що можливими механізмами нейропротективної дії досліджуваних препаратів в умовах церебральної ішемії є: селеназа ‒ активує селен-залежну ГПО, служить «пасткою» вільних радикалів, тим самим реалізує свою здатність знижувати рівень пероксидних сполук; обмежує експресію iNOS і продукцію цитотоксичних дериватів NO. Глутоксим ‒ захищає мембрани мітохондрій від шкідливої дії вільних радикалів у реакції S-глутатіонілювання; служить субстратом для ГР, γ-глутамілтранспептидази (в синтезі глутатіону відновленого de novo); пригнічує експресію прозапальних інтерлейкінів -IL-1β, TNF-α, TNF-α-залежну експресію iNOS і, таким чином, опосередковано попереджає формування мітохондріальної дисфункції. Глутаредоксін вносить істотний внесок в регуляцію сигнальної трансдукції через співвідношення процесів глутатіонілювання і деглутатіонілювання; вбудовується в С-термінальний відрізок ASK-1, тим самим інгібує ASK-1 кіназну активність і подальший шлях передачі сигналу.

Селеназа, глутоксим і глутаредоксін сприяли нормалізації в клітинах головного мозку функціональної активності мітохондрій, що забезпечувало ефективність мітохондріального окисного фосфорилювання і відновлення синтезу АТФ. Досліджувані препарати сприяли нормалізації окиснення в циклі Кребса, зменшували лактат-ацидоз і відновлювали енергетичний потенціал нейрона, підвищували антиоксидантний захист головного мозку, покращували неврологічний статус і виживання тварин. Досліджувані модулятори системи глутатіону надавали антиоксидантну дію в умовах ГПМК, позитивно впливаючи на окремі ланки-мішені цієї системи. Сила цієї дії безпосередньо залежала від значущості цих ланок у механізмах ендогенної нейропротекції і нейропластичності.
Підводячи підсумок отриманих даних в проведених дослідженнях in vitro та in vivo необхідно підкреслити, що відновлення тіолового статусу нейрона проявляє себе в вираженій нейропротективної активності, яка полягає в попередженні клітинної загибелі, зниженні неврологічного дефіциту і загибелі експериментальних тварин. Таким чином, нами експериментально продемонстрована нова мішень нейропротекції ‒ система глутатіону та ії вплив на активність механізмів ендогенної нейропротекції та обгрунтовані модулятори цієї системи ‒ селеназа, глутоксим і глутаредоксін в якості перспективних лікарських засобів лікування мозкових інсультів.

ВИСНОВКИ
У дисертаційній роботі вперше наведено теоретичне обґрунтування і експериментальне рішення актуального завдання фармакології ‒ оптимізації лікування гострих порушень мозкового кровообігу, яке полягає в застосуванні селенази, глутоксима і, особливо, глутаредоксіна в якості засобів активації GSH-залежних механізмів ендогенної нейропротекції.

1. Були встановлені ED50 (при внутрішньоочеревинному введенні) модуляторів системи глутатіону при моделюванні гострого порушення мозкового кровообігу за їхньою здатністю впливати на зменшення рівня нітротирозину, підвищення концентрації відновленого глутатіону та активності глутатіонпероксидази і глутатіонредуктази. ED50 для селенази становить 50 мкг/кг, для глутоксиму 50 мг/кг та для глутаредоксіну 200 мкл/кг (0,4 мг білку).

2. Курсове застосування досліджуваних препаратів в експериментально обгрунтованих дозах тваринам з експериментальним ГПМК призводить до зниження (р<0,05) летальності на 37,1; 47,6 і на 38,4%, а також ‒ до зменшення неврологічних порушень до 4,56 бала (селеназа), до 4,03 бала (глутоксим), до 4,27 бала (глутаредоксін) за шкалою P. McGraw на 4-ту добу експерименту.

3. Призначення тваринам з ГПМК селенази, глутоксима і глутаредоксіна призводить до зменшення інтенсивності оксидативного і нітрозативного стресів в головному мозку, до зниження (р<0,05) АФГ(39,6 ‒ 54,4%), КФГ (49,4 ‒ 63,3%) і нітротирозину (55 ‒ 75%) на тлі підвищення (р<0,05) активності антиоксидантних ферментів СОД (22,2 ‒ 33,2%), каталази (23,9 ‒ 36,9%), і ферментативної та не ферментативної ланки тіол-дисульфідної системи – ГПО (75,4 ‒ 123%), ГР (76,9 ‒ 319%), Г-S-Т (14 ‒ 116%), ВГ (270 ‒ 383%), та зниження ОГ (32,9 ‒ 49,5%).

4. Селеназа, глутоксим і глутаредоксін покращують енергетичний обмін головного мозку тварин з ГПМК за рахунок активації аеробної продукції енергії, підвищують (р<0,05) рівень АТФ (81,3 ‒ 210%), малата (52,6 ‒ 147,4%), ЕП (26,2 ‒ 43,6%), ІФ (89,8 ‒ 98,5%), знижують(р<0,05) рівень лактату (37,0 ‒ 40,7%) і покращують функціональну активність мітохондрій (зниження швидкості відкриття пори (в 2,04 ‒ 2,14 разів, р<0,05 і підвищення заряду мембрани (в 2,65 ‒ 3,48 разів, р<0,05)).

5. Призначення тваринам з ГПМК селенази, глутоксима і глутаредоксіна призводить до підвищення концентрації HSP70 (26,6 ‒ 41,3%, р<0,05), експресії мРНК HSP70 (в 3,6 ‒ 4,2 разів, р<0,05), мРНК HIF-1α (в 15 ‒ 37 разів, р<0,05) і мРНК HIF-3α (в 2,7 ‒ 9,0 разів), що беруть участь в механізмах ендогенної нейропротекції на тлі зниження р<0,05 факторів нейродеструкціі TNF-a (на 31,6 – 75,9%), IL-1b (на 2,5 – 22,5%).

6. Попереднє внесення в суспензію нейронів селенази, глутоксіма і глутаредоксіна (10-5М) з подальшим моделюванням нейродеструкціі in vitro (глутамат, CDNB, DNIC) призводило до зниження(р<0,05) маркерів ушкодження нейронів: NR2 (на 18,8 ‒ 68,5%); АФГ сп. (на 8,68 ‒ 43,6%) КФГ сп. (на 6,7 ‒ 41,5%) і підвищення СОД (на 7,6 ‒ 59%), глутатіону відновленого (на 7,87 ‒ 154%).

7. За силою нейропротективного ефекту глутаредоксін перевершує (p<0,05) селеназу, глутоксим за такими показниками як підвищення мРНК HIF-3α, HSP70, і зниження NR-2, а референс-препарат пірацетам за зниженням летальності і неврологічного дефиціту, підвищенням АТФ, ГВ, HSP70, мРНК HSP70, мРНК HIF-3α, зниження NR-2. Важливою ланкою нейропротективної дії селенази, глутоксима і глутаредоксіна в умовах ГПМК є активація GSH-залежних механізмів ендогенної нейропротекції, які реалізуються за рахунок підвищення експресії HSP70 і HIF, що призводить до посилення адаптаційних механізмів і підвищуює резистентність нейронів до ішемії.
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TuctutyTy minBuimenns ksanidikawii cremiamicris bapmarii

HauionansHoro ¢papmanesruanoro

yHiBepcutery MO3 Vipainm,

A.¢papm.Hayk, podecop JLI. Ilysnera




[image: image29.jpg]iBepcuTeTy
M’scoenoB
2018 p.

AKT ITPO BITPOBADKEHHA

1. HaliMenyBaHHA mnpono3umii (Meroa NpopiIAKTHKH, JIarHOCTHKH, JIKYBAHHA,
npucTpii, dopma opraHizauniiinoi po6orm Ta iH.): HeiiponporexTtopHa axkTUBHICTEH
MOJYJSATOPIB  TiON-AUCYIb(QITHOI CHUCTEMH B YMOBax MOJIENIOBAHHS TIyTaMarHol
€KCalTOTOKCHYHOCTI in Vitro.

2., Kum i koiam 3anpomonoBanuii ¢daxiBueMm | kaTeropii HaBYaJIbHOIO MEIHMKO-
71a00paTOPHOIo LEHTPY 3amopi3bKOro JEp:KaBHOTO MEIUYHOTO YHIBEpCUTETY, 3100yBadeM
kadenpu «Dapmakororii Ta MenuuHoi penentypu» JiurBuneHko Onenoit CeMeHiBHOM.

3 xepesio iHdopManii:

1. JlurBunenko E.C. HeiiponpoTexkTopHas aKTUBHOCTb MOJYJIATOPOB THOJ-
JUCYIb(GUIHONW CUCTEMBI B YCIOBHIX MOJEIUPOBAHUS [NIyTAMaTHOM 3KCAHTOTOKCUYHOCTH
in vitro/ JlutBunenko E.C.,benennues U.®.// ®apmakosoris Ta JiKapcbka TOKCUKOJIOTIS.-
2017.- Ne 4-5 (55).- C. 20-26.

2. Ilar. 126977 Vxkpaina, MIIK A61K 31/00 (2018.01). Cmoci6 3MeHIIEHHs
€KCaTOTOKCUYHOCTI B yMOBaX €KCIIEPUMEHTAJIBHOIO TOCTPOro MOPYLIEHHS MO3KOBOI'O
KkpoBooOiry/ BeneniueB 1. ®@., ByxrispoBa H.B., JlutBunenko O.C., Kopampuykx [1.O.;
3aBHUK 3amnopi3bkuil JepkaBHAN MeauuHuii yHiBepcureT. — Ne u 201801583; 3asmi.
19.02.2018; omy6a. 10.07.2018. broa. Ne 13.

4. Jle i KoJH BHPOBAMKEHO: Y HAYKOBO-NIEJAroTiuHUil MpoLEC 3a TEMOIO
«XiMiOTepaneBTUYHI JTiKapChKi 3aco0u» Kadeapu (apMaKosorii Ta MEIUYHOI pelenTypH
XapKiBChKOT'0 HAI[iOHATBHOTO MeAUYHOT0 yHiBepcuTery 2018-2019 H. p.

D Pe3yIbTaTH 3aCTOCYBaHHS pE3yJIbTaTiB HayKOBUX gociikeHb JlutBunenko O.C.
JIO3BOJISI€ PO3LIUPUTH YSBIEHHS PO HEUPOMIPOTEKTOPH, X MEXaHI3MH [l Ta.
6. EdekTHBHICTh BINPOBAIKEHHS 332 KPHUTEPiIMH, BHCJIOBJIECHHMH B JiiKepei

inpopmauii  (n.3) Otpumani JaHi € ©KCIEPUMEHTANBHUM OOIPYHTYBAHHSIM  JUIs
3aCTOCYBAHHS CEJIEHa3W, IIIYyTOKCHMMAa B KOMIUIEKCHiMl Teparii IOoCTporo MopyLIeHHs
MO3KOBOI'O KpOBOOOIry B IKOCTI 3ac006iB IIEPBUHHOT HEUPOIIPOTEKITT.

ExcriepuMmeHTansHi JaHi OOIPYHTOBYIOTH TEPCIEKTUBY MOAANBIIUX JOCHTIDKECHE
IIyTapeoKCiHy 3 METOI0 CTBOpPEHHS Ha HMOro OCHOBI JIKapchkoro 3acoly 3
HEHPONPOTEKTHBHOIO JII€I0.

7. 3ayBaskeHHd Ta npono3uuii: He BucioBieHo.
IIporoxon 3acizanns kadenpu Ne 1 Big  «28» ceprns 2018 p.

BianosiganpHMiA 32 BIPOBaIKEHHS:

3aBinyBay kadenpu hapMaKosorii

Ta MeJu4Hoi peuentypu XHMY

I.papM.H., npodecop T.I. €EpmonieHKo
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AKT BITPOBAJDKEHHS
Marepiaris cepramiitrof poSory JlnTarmerKo Onenn Ceveripti
B HAayKOBO — NeJIaroriyHuii npouec
1.Hajivenysanas mpomosuiuii aas  Bmposamienmn: «Mapkepn OkmHcHOT
MommpiKaiii 6iTka | HITPOSYIOMOTO CTPECY NPH  eKCTIEPHMEHTATEHOMY
immeiHOMY iHCYITBTI Ta (apMAKOTOTIMHOT MOAYIATI CHCTEMH LIYTATIORY»
2.VeraHoBa-pozpobunk, aapeca, IMB artopis: 3anopiseknil gepkabuiit

MeIUHKH YHiBepCHTET, M. 3anopiiois, Tp.. MastkoscsKoro, 26. Benenives LO.,
Jarermenxo O.C.

3.Jixeperto indopmanii(nassa, pik BuAasms, Buxiaui xani): Jurernenko E.C.
MapKeps! OKACTHTENBHOI MOZMQHKAIN Gelka i HHTPOSHPYIOLIETO CTPecca Tpi
KCTIEPUMEHTANLHOM HIICMATECKOM HHCYITE H (JapMAKOTIOTHHECKOH MO IALIUH
cucremst rryTatwona /Jursumenxo E.C., Benemmues M.@., CyGauosa T.B.//
Dapmaxonoria Ta Tikapeska TokcHKooris- 2016.- Ne 2 (48).- C. 30-36.

4Kuw  Bnposamkeno: Kabempa dapvakonorii Ta MeTMuHO peiemtyph
3410PI3BKONO ZEPKABHOTO MEMUTHORO YHiBEpCUTETY.

5.Tepwin BUPOBAMKERRS: KOBTEHE - TPyRess 2017 p.

6.EexTHBHICTS  BOpOBALKENHS:

MeTOIMKa [OJaHa A0 BIDPOBAIKEHHS,
BHkopucTaHa npd opMyBaHHi iHQopMamiiinoro 3aGesleveHHA HAYKOBO —
TIeIaroriaHOro mpowecy Kapeapy.

7. Tlpono3nuii Ta 3ayBaKeHHs: HEMae.

IpoTokon 3acinanms kabenpn Ne 5 pin__ 77 &/ 2018 p.

3amizyBas Kadenpu apmakororii Ta MemHoi petenrTypi 37MY
2.6.1.,apotecop 1 1.0, Benerizes
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AKT B

L. Haiivenyganus nponosuuii ans  supopamsenns: Crioci6  smemuieniis
eKCAlITOTOKCHYHOCT B YMOBAX  eKCIICPHMEHTAILHOTO  [OCTPOTD  rHOpyLLEHHT
MO3KOBOTO KpOBOOBITY

2.Veranosa-pospoSuuk, anpeca, 1B asropin: Sanopisskuii seprasmiit

vemmmuii yuisepenter, m. 3anopiioks. np.. Maskonchkoro, 26. Beresiten 1.,
Jlursinenco O.C.

3.Jwepeao  indopvanii(nasea,pix snzannw, suxiun mami): far. 126977
Vicpaina, MIK A61K 31100 (2018.01). Citoci6 sventenns excaiiotokcnumocti 5
YMOBAX  €KCTICPHMEHTATLHOLO FOCTPOr0 MOPYLICIIA MOSKOROTO  KPOBOOSIrY/

beneniter . @., Byxriaposa HL.B.. Jutmimenco 0.C., Kosamayk 1.0.: sansumk
wanmii yuisepenrer.  Ne u 201801583; sanan.

Sanopizskuii Tepxanimii v

19.02.2018; ony6u. 10.07.2018. Bion. Ne 13.

4. Jle | KM BOPOBAUKCHO: B HAYKORO-TAIOM oMY 1pONCe] Ha Kadieapi
dapvaxoorii |anionanwhoro mexnuroro yHisepentery imeni 0.0, Boroyoisms
B3 28 cepinia 2018 poxy. Butar 3 npotokony sacinant xabenpi apMaxonorii

Hartioiaeroro Memmutoro yhisepentery iveni O, O. Boromoasus Ne | sia

L08.18 p.
S.F,q)elcrl:siu BIPOBR/UKEHAN: METOTIKA 107AKA 10 BIPOBATICIIIA, BIKOPHCIaNa
npn popyysanni indopuan
npouecy Kadeapi.

6. Tponosuni

Orosopeno Ta satsepmxeno a sacianni kadeapn, mporoxom Ne 1, min «28»
copman 2018 p.

HOTO 3afesnievera iiaykoBo — nemaroriuioro

a 3aysamenus: He sunociiics.

Bianosixanuuii 3 snposamkcnns:
Acuerent kadepn hapmaronorii
HationansHoro Meamuoro yxinepentery

imeni 0. O. Boromonbua 1L B. Cinonosn

3asijynas kadeapn papwaroiorii

. 5 7
HalioHankHOro MeanIoro yuiscpenTery
imeni O. O. Boromonsia
npodrecop Uber — T. B. 3aiiuciiko
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AKT BIPOBAJUKETIEA

satepiactin meepradiinod posor Jitsuneiko Oncnu Cemeninin

B HAYKOBO IS0t uponiee

1. Haitmenysamus uponosiuii us wuporaxsenns: «Biima Mo iopin
CHETEMH LIV TATIONY - CCHCHAZH | 11y TOKCHA Ha CHEPTCTHET OBV FOTOBIOTO MOBKY
18 VAIOBAX CRCICPICH FUBIOIO 10CTPOLO IOPY HIEHITS MOTKOBOTO KPOROOGITY»

Veranona-porpodnne, aapeea, 115 atopis: Sanopisnknii wepwaniii

S yisepenen, v 3anopiEas. up. Magkoncukoro. 26, Beeriven L.
Jutsnuenko O.C

3. laepeao indopmaniinatna, pix nuganns, muxin aani): hisimenso F.C
BLsiiie  MOAVBIOPOR  CHCTCNI  EIVIATHONA-CCICHAt 1 1Y TR 11
SHEPECTHICCRINTT 0TV TOAORION MOTIa B YCIORIIN SKCICPINEITUILIOND. 0CTpOIo
APYIICIIE MOBOROIO  KpoROOGpAIICI I Tirmmenco EC. Betennaen
L./ Dapyako:ioris Ta -tikapenka Tokekomoris.- 2015, No 6 (46). C. 4146,

4. Kuw wuposaieno: kadepa dapmaxonorii i iininoi dapvaoorii 3
«Jlninponerponenica ve et axaziesis MO3 Yipaitiio.

enns: ot

Tepyin nupona; seprert 2018p

6. EdesTuBmictn BRpORMURCHISG  METOUIKL 10

40 BHPOBLUKCHI,
mkopicTai i opyysaimi  indopyaniiinoro  sabenedenis  HayKoso
nearoriumione porteey Kad

cApi

7. Tpouosii 1a sayea

RCHI 1M

Tporakon sacizanng kadeapn N 1 sinBepuns 2018 p.

Sty s e hapaoor i
ot apyaro. oy
J13 Jlittpotierposchka M
akwtenin MO3 Y kpaiiu,

SN Tpodecop B.L WKiumox




Додаток Б
Наукові праці, опубліковані за темою дисертації:
1. Литвиненко Е.С. Модуляция активности сопряженных систем NO/глутатион в ишемизированном головном мозге экспериментальных животных препаратом «Селеназа» в различных дозах / Е.С.Литвиненко, И.Ф.Беленичев// Вестник новых медицинских технологий.-2015. Т. 22, № 1. С. 33-38.

2. Литвиненко Е.С. Ферментативное и не ферментативное звено тиол-дисульфидной системы в головном мозге экспериментальных животных с церебральной ишемией: эффекты селеназы/Е.С. Литвиненко, И.Ф. Беленичев // Фармакологія та лікарська токсикологія. 2015. № 1 (42). С. 13-18.
3. Литвиненко Е.С. Влияние модуляторов системы глутатиона-селеназы и глутоксима на энергетический обмен головного мозга в условиях экспериментального острого нарушения мозгового кровообращения/ Е.С. Литвиненко, И.Ф. Беленичев //Фармакологія та лікарська токсикологія. 2015. № 6 (46). С. 41-46.
4. Литвиненко Е.С. Маркеры окислительной модификации белка и нитрозирующего стресса при экспериментальном ишемическом инсульте и фармакологической модуляции системы глутатиона /Е.С.Литвиненко, И.Ф. Беленичев, Т.И. Субачова// Фармакологія та лікарська токсикологія. 2016. № 2 (48). С. 30-36.
5. Литвиненко Е.С. Нейропротективные эффекты при модуляции глутатионовой системы головного мозга: влияние на летальность и неврологический дефицит, оксидативный стресс в условиях экспериментальной ОНМК/ Е.С. Литвиненко, И.Ф. Беленичев// Вісник проблем біології і медицини. 2016. Т.3(130), Вип.2. С. 94-99.

6. Литвиненко Е.С. Нейропротекторная активность модуляторов тиол-дисульфидной системы в условиях моделирования глутаматной эксайтотоксичности in vitro/ Е.С. Литвиненко, И.Ф. Беленичев// Фармакологія та лікарська токсикологія. 2017. № 4-5 (55). С. 20-26.

7. Литвиненко Е.С. Характер экспрессии мРНК HIF-1α и HIF-3α, уровень нитротирозина, цГМФ и интерлейкинов в гомогенате мозга монгольских песчанок с острым нарушением мозгового кровотока и на фоне проводимой терапии модуляторами системы глутатиона/ Е.С. Литвиненко, И.Ф. Беленичев, А.М. Камышный// Вісник проблем біології і медицини. 2018. Т.1 (142), Вип.1. С. 103-108.
8. Пат. 126977 Україна, МПК А61К 31/00 (2018.01). Спосіб зменшення ексайтотоксичності в умовах експериментального гострого порушення мозкового кровообігу/ Бєленічев І.Ф., Бухтіярова Н.В., Литвиненко О.С., Ковальчук Д.О.; заявник Запорізький державний медичний університет. – № u 201801583; заявл. 19.02.2018; опубл. 10.07.2018. Бюл. № 13. 
Додаток В

Апробація результатів дисертації

Основні положення дисертаційної роботи виконані та обговорені на:
1. Литвиненко Е.С. Влияние модулятора активности Se-ГПР селеназы на состояние глутатионового звена тиол-дисульфидной системы и NO в нейронах коры животных с церебральной ишемией/ Е.С. Литвиненко// Збірка тез Всеукраїнської науково-практичної конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації 2014» 15-16 травня 2014 р. Запоріжжя, 2014. С 21.

2. Литвиненко Е.С. Влияние модулятора активности Se-глутатионпероксидазы селеназы на экспрессию HSP70 и апоптоз в нейронах коры при депривации системного уровня восстановленного глутатиона in vitro/Е.С. Литвиненко, И.Ф. Беленичев// Зборник тезисов Восьмой национальной научно-практической конференции с международным участием «Активные формы кислорода, оксид азота, антиоксиданты и здоровье человека» 25-29 мая 2014г. Смоленск, 2014. С. 115-117.
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4. Литвиненко Е.С. Влияние глутоксима на показатели нитрозирующего стресса и состояние тиол-дисульфидной системы в условиях острого нарушения мозгового кровообращения (в эксперименте)/ Е.С.Литвиненко // Збірка тез Всеукраїнської науково-практичної конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2015» 14-15 травня 2015р. Запоріжжя, 2015. –С 25.
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