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Відомо, що ішемія головного мозку 
супроводжується виснаженням енерге-
тичних ресурсів; ексайтотоксичністю 
та утворенням активних форм кисню 
(АФК), що пов’язано з втратою елек-
тронів, накопичених у проміжних 
ділянках дихального ланцюга. Пору-
шення енергетичного метаболізму при-
зводить до зміни трансмембранних іон-
них потоків та накопичення внутріш-
ньоклітинного кальцію. Одночасно 
посилюються процеси вільно-радикаль
ного окиснення (ВРО) та відбувається 
пошкодження активними формами 
кисню білків, нуклеїнових кислот, ліпі-
дів. Некерована та некомпенсована 
активація процесів ВРО, виснаження 
ендогенних антиоксидантів та пору-
шення регуляторних механізмів анти-
оксидантного захисту розглядаються 
як ключові ланки пошкодження нейро-
нальних клітин за умов ішемії [1–3].

Крім того, у сучасній літературі 
широко обговорюється захисна дія 
стрес-білка HSP70 при ішемічних 
пошкодженнях головного мозку на тлі 
активації процесів ВРО. Білки HSP 
(heat shock proteins) уперше були 
виявлені в клітинах за умов термічно-
го стресу. У подальшому було встанов-
лено, що при різних видах стресу 
різко підвищується синтез HSP, які за 
умов норми практично не виявляють-
ся. Підвищення експресії та нейропро-
текторна дія HSP70 виявлена за умов 
глутаматної нейротоксичності, при 
депривації кисню, глюкози та при від-
творенні різноманітних моделей іше-
мії головного мозку [4–6]. З іншого 
боку, при зниженні концентрації 

HSP70 збільшуються клітинні пошко-
дження, викликані локальною ішемією 
мозку в нокаутних та інтактних щурів 
[5, 6]. Експериментальними досліджен-
нями була встановлена здатність HSP70 
взаємодіяти з лігандною частиною 
мембрани та ініціювати фолдінг окис-
но модифікованих функціонально 
активних макромолекул [4, 6].

Таким чином, наведене вище зумов-
лює пошук нейропротективних засобів 
серед сполук, здатних пригнічувати 
процеси ВРО та впливати на синтез 
HSP-білків.

Останніми роками як за умов екс-
периментальної ішемії головного 
мозку, так і в клінічних досліджен-
нях, досить інтенсивно застосовуються 
так звані «тіолові антиоксиданти». 
Особливу увагу привернули до себе 
похідні 3-оксипіридину – емоксипін, 
мексидол та вітчизняний оригіналь-
ний препарат – тіотриазолін, що мають 
антиоксидантні властивості [7, 8]. 
Крім того, деякими дослідниками 
обговорюється можливість тіолових 
антиоксидантів впливати на синтез 
протективних HSP- білків [6, 9].

Мета дослідження – встановлення 
здатності емоксипіну, мексидолу та тіо-
триазоліну впливати на вміст HSP70 
білків у гіпокампі монгольських піща-
нок за умов гострої церебральної ішемії.

Матеріали та методи. Порушення 
мозкового кровообігу моделювали шля-
хом перев’язки сонної артерії в мон-
гольських піщанок (Merionnes unicu
latus) масою 65–70 г [10]. Тварини 
утримувалися на стандартному раціоні 
харчування віварію при природній 
зміні дня та ночі. Усі експериментальні 
процедури здійснювали відповідно до 
«Положення про використання тварин 
у біомедичних дослідженнях» [11]. 
Досліджувані препарати вводили тва-
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ринам один раз на день внутрішньоочере-
винно протягом 4 діб у наступних концен-
траціях: емоксипін – 100 мг/кг; мекси-
дол – 50 мг/кг; тіотриазолін – 50 мг/кг.

Інтенсивність процесів ВРО визнача-
ли за концентрацією маркера окисного 
пошкодження білків – нітротирозину, 
який досліджували імуноферментним 
методом [10].

Вміст у гіпокампі HSP70-білка визна-
чали за допомогою Вестерн-блот аналі-
зу. Тканину гомогенізували в буфері 
(50 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA,  
1 mM DTT, 1 % Triton X-100), pH 7,5 
при температурі 4 °C у співвідношенні 
1:6 тканина/буфер. Після центрифугу-
вання при 13 000 об./хв та 4 °C з про-
бірки вилучали супернатант з білками 
цитозолю та аналізували з використан-
ням електрофорезу та блотінгу. Білки 
розподіляли в 10 % поліакриламідному 
гелі (ПААГ). Перенос білків з ПААГ до 
мембрани PVDF здійснювали електро
елюцією протягом 45 хв. Преінкубацію 
Вестерн-блотів проводили в розчині 
TBST (з додаванням 1 % Tween-200) 
протягом 1 год. Після цього блоти інку-
бували з первинними моноклональни-
ми антитілами (Santa Cruz Biotechno
logy) проти HSP70 у розведенні 1:1000 
протягом 1 год. Після промивання 
блоти інкубували із вторинними анти-
тілами (Santa Cruz Biotechnology), 
кон’югованими з пероксидазою хрону 
(1:2000) протягом 1 год. Детекцію 
HSP70-білків здійснювали за допомо-
гою денситометричного аналізу в про-
грамі Adobe Photoshop [10].

Статистичну обробку результатів 
проводили з використанням програми 
«Statistica® for Windows 6.0» (Stat-
Soft Inc., № AXXR712D833214FAN5). 
Достовірність відмінностей визначали 
за t-критерієм Ст’юдента.

Результати та їх обговорення. Екс-
периментальними дослідженнями вста-
новлено, що моделювання ішемії голов-
ного мозку в монгольських піщанок на 
4 добу експерименту супроводжувалося 
розвитком оксидативного стресу, про 
що свідчило суттєве, більш ніж на  
82 % відносно показників інтактних 
тварин накопичення в гіпокампі марке-
ра окисного пошкодження білків – 
нітротирозину. Нітротирозин, на думку 

багатьох дослідників – є специфічним 
маркером окисного стресу головного 
мозку. Окисна модифікація функціо-
нально активних білкових молекул 
призводить до порушення здатності 
мембран генерувати та проводити 
нервовий імпульс [3, 8]. Важливо від-
мітити, що головний мозок найчутливі-
ший до окисного стресу. За умов іше-
мічного пошкодження тканин головно-
го мозку антиоксидантна система 
виснажується. Виникає накопичення 
маркерних продуктів окисної деграда-
ції білків, а саме, нітротирозину, гідро-
пероксидів жирних кислот, малонового 
діальдегіду, що призводить до загибелі 
нейрональної клітини. HSP70, у свою 
чергу, запобігає агрегації білків, бере 
участь у протеолітичній деградації 
нестабільних білків [6, 9]. У зв’язку із 
цим, на 4 добу ішемії мозку рівень 
білка в даних дослідженнях був зниже-
ним відносно показника інтактних тва-
рин, про що свідчило зменшення пло-
щини HSP70-позитивно забарвленого 
комплексу та зниження оптичної щіль-
ності HSP70-позитивно забарвленого 
комплексу більш ніж на 68 та 75 % 
відповідно. Зменшення концентрації 
HSP70 пояснюється, на нашу думку, 
ще й тим, що за умов розвитку оксида-
тивного стресу та зриву компенсатор-
них можливостей організму під дією 
АФК модифікуються самі HSP70-білки, 
що порушує їхнє функціонування.

4-разове введення емоксипіну – 
100 мг/кг, мексидолу – 50 мг/кг та 
тіотриазоліну – 50 мг/кг призводило 
до покращання стану антиоксидантної 
системи на 4 добу досліджень, про що 
свідчило статистично значиме знижен-
ня концентрації нітротирозину в гіпо-
кампі. Фармакологічна дія досліджу-
ваних препаратів була односпрямова-
на, але відрізнялась за силою ефекту. 
Так, з таблиці видно, що тіотриазолін 
перевищував показники емоксипіну й 
мексидолу та знижував рівень нітро-
тирозину більш ніж на 75 %.

За рахунок досить високої антиокси-
дантної активності, досліджувані пре-
парати позитивно впливають на вміст у 
гіпокампі протекторних HSP70-білків. 
Механізм цього впливу пояснюється 
здатністю тіолових антиоксидантів, за 
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рахунок наявності в молекулярній 
структурі вільних SH-груп, зменшувати 
накопичення цитотоксичних дериватів 
АФК, що в свою чергу призводить до 
модуляції глобальних факторів тран-
скрипції, які запускають синтез HSP-
білків [6, 12]. Крім того, за рахунок 
прямої антиоксидантної активності, 
досліджувані препарати пригнічують 
окисну деструкцію самих HSP70-білків, 
що пролонгує їхню протекторну дію.

Порівняльний аналіз показав, що за 
своїм впливом на концентрацію HSP70-
білків серед представлених тіолових 
антиоксидантів переважав тіотриазо-
лін. Перевага тіотриазоліну пояснюєть-
ся, по-перше, його більш вираженим, 
ніж у емоксипіну та мексидолу анти-
оксидантим ефектом. Тіотриазолін зда-
тен не тільки зв’язувати АФК своїми 
тіоловими групами, але й зменшувати 
АФК у мітохондріях за рахунок утилі-
зації відновлених форм піридиннуклео-
тидів та інгібуючого впливу на NADH-
оксидазні системи мітохондрій, що під-
тверджено дослідами in vitro [13]. 

По-друге, тіотриазолін, здатний захи-
щати від надлишку АФК чутливі до 
окисного стресу залишки цистеїну в 
ДНК-зв’язуючих доменах протеїнкіназ, 
зокрема MAPK, які в свою чергу акти-
вують синтез HSP70-білків [13, 14].

Встановлений вплив тіолових анти-
оксидантів на концентрацію HSP70-
білків є, на нашу думку, ключовим 
моментом у механізмі їхньої нейропро-
тективної дії. Останнім часом зростає 
інтерес до використання в медицині 
антистресорних властивостей шаперо-
нів, до яких належать і HSP70. Однак 
на сьогодні є труднощі в застосуванні 
екзогенних білків теплового шоку. У 
зв’язку із цим ведеться пошук лікар-
ських засобів, що впливають на синтез 
ендогенних HSP70. Тому той факт, що 
тіолові антиоксиданти, а саме тіотриа-
золін, емоксипін та мексидол, за умов 
ішемії, збільшують синтез ендогенних 
HSP70, становить значний інтерес з 
огляду на перспективу застосування 
цих лікарських засобів при ішемічних 
ураженнях головного мозку.

Таблиця

Вплив тіолових антиоксидантів на вміст нітротирозину  
та HSP70-білка в гіпокампі монгольських піщанок на 4 добу  

експериментальної ішемії головного мозку 

Примітка. * P ≤ 0,05 відносно контролю;
** P ≤ 0,05 відносно показників групи емоксипіну та мексидолу.
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С. В. Павлов
Влияние тиоловых антиоксидантов на содержание стресс-белка HSP70  
в гиппокампе монгольских песчанок с острой ишемией головного мозга
В экспериментальных исследованиях на модели острой ишемии головного мозга была установ-

лена способность тиольных антиоксидантов влиять на синтез стресс-белков HSP70 в гиппокампе. 
Введение тиотриазолина (50 мг/кг); эмоксипина (100 мг/кг); мексидола (50 мг/кг) приводило к 
существенному снижению в гиппокампе цитотоксического маркера окислительного повреждения 
белков – нитротирозина, а также повышало концентрацию HSP70. Сравнительная характеристика 
исследуемых препаратов показала статистически достоверное преимущество тиотриазолина.

Ключевые слова: тиоловые антиоксиданты, стресс-белок HSP70, ишемия головного мозга

S. Pavlov
Thiol antioxidants influence on the stress-protein HSP70 in hippocampus  
of the meriones unguiculatus with acute cerebral ischemia
In experiment on the model of acute cerebral ischemia was shown thiol antioxidants ability to influence 

on the stress-proteins HSP70 synthesis in hippocampus. Administration of the Tiotriasolin (50 mg/kg), 
Emoxipine (100 mg/kg), Mexidol (50 mg/kg) leads to the significant decrease of the cytotoxic marker of 
the oxide injury of the proteins – nitrotirosine, and to the increase of the HSP70 concentration. Comparative 
characteristics of the mentioned drugs showed statistically significant advantage of the Tiotriasolin.

Key words: thiol antioxidants, stress-proteins HSP70, acute cerebral ischemia.
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