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АНОТАЦІЯ 

Проаналізовано дані біохімічних маркерів отриманих в ході дослідження нейрональної суспензії го-

ловного мозку білих щурят. Внесення 1-хлор-2,4-дінітробензена (CDNB) в контрольну суспензію нейронів 
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призвело до депривації рівня відновленого глутатіону (-86,4%, р <0,05). Виснаження системного рівня глу-

татіону викликало неконтрольовану продукцію токсичних дериватів оксиду азоту, доказом чого служить 

підвищення рівня нітротирозину в суспензії нейронів (+ 70,7%, р <0,05) на 60 хвилині інкубації, що в свою 

чергу призводить до зниження рівня важливого компонента ендогенної нейропротекция білка - шаперона 

HSP70 (-50,3% р <0,05). Біохімічними дослідженнями встановлено, що преінкубація культури нейронів з 

селеназою підвищує рівень ВГ на 136% (р <0,05) і HSP70 на 35% (р <0,05) на тлі зниження рівня нітроти-

розину на 40,3% (р <0, 05). 

ABSTRACT 

Analyzed the data of biochemical markers received in the course of pre-development of neuronal suspension 

of the white rat cubs brain. The introduction of 1-chloro-2,4-dinithrobenzene (CDNB) into the control suspension 

of neurons caused deprivation of the amount of reduced glutathione (-86.4%, p <0.05). The increase in the systemic 

level of glutathione was associated with the uncontrolled production of toxic derivatives of nitric oxide, which is 

confirmed by an increase in the level of nitrotyrosine in the neurons suspension (+ 70.7%, p <0.05) at the sixtieth 

minute of incubation. Events occurring due to nitrosative stress lead to decreased level of HSP70 protein (-50.3% 

p <0.05). Biochemical studies have established that pre-incubation of a neurons culture with selenase led to a 

significant increase in the level of reduced glutathione by 136% (p <0.05), an increase in HSP70 protein by 35% 

(p <0.05) against the background of a decrease in the level of nitrotyrosine by 40, 3% (p <0.05). 

Ключові слова: нейропротекція, NAC, селеназа, тіол-дисульфідна система, глутатіонредуктаза, глу-

татіонпероксидаза, глутатіонтрансфераза. 

Keywords: neuroprotection, NAC, selenase, thiol-disulfide system, glutathionereductase, 

glutathioneperoxidase, glutathione transferase. 

 

Постановка проблеми. Проблема гострих по-

рушень мозкового кровообігу (ГПМК) продовжує 

зберігати надзвичайну медичну і соціальну значу-

щість [1,2,3]. Інсульти є другою за значимістю при-

чиною смертності та провідною причиною інвалід-

ності серед жителів України, створюючи серйозне 

навантаження для системи охорони здоров'я, еко-

номіки і всього суспільства [5]. У зв'язку з цим над-

звичайно актуально застосовувати науково обгрун-

тований підхід для раціонального вибору лікарсь-

ких засобів, призначених оптимізувати стандартну 

терапію. Тому дослідження молекулярно-біохіміч-

них уражень головного мозку при ГПМК та розро-

бка нових підходів до таргетної нейропротекції, 

найбільш перспективними мішенями якої вважа-

ються підвищення механізмів ендогенної нейро-

протекції та нейропластичності [1], визначає актуа-

льність цього дослідження з можливістю викорис-

тання отриманих результатів в клінічній практиці. 

Мета. Дослідити нейропротективну дію селе-

нази in vitro при додаванні токсичних доз CDNB по 

впливу на рівень глутатіону відновленого, нітроти-

розину та HSP70 білку. 

Матеріали і методи: Виділення збагачених 

фракцій нейронів і нейроглії проводилося в два 

етапи[6]. Для досліджень in vitro нейрони виділяли 

з кори головного мозку 30-денних білих щурят. От-

риману клітинну суспензію розділяли на серії: 1. ін-

тактна; 2. контрольна, в якої індукували депри-

вацію глутатіонової ланки [6]; 3. дослідна, в якої ін-

дукували депривацію глутатіонової ланки з 

додаванням досліджуваних субстанції і селенази в 

концентрації 10-5М [6]. 

Депривацію глутатіонової ланки тіол-дисуль-

фідної системи здійснювали шляхом введення до 

інкубаційного середовища CDNB ‒ селективного 

інгібітора глутатіон-S-трансферази, що утворює 

кон'югати з глутатіоном [1]. CDNB вносили в кон-

центрації 80 мкмоль/л з подальшою інкубацією 

нейрональної суспензії 15, 30, 60 хв при темпера-

турі 37°C. Селеназу в концентрації 10-5М додавали 

за 15 хвилин до подальшого додавання CDNB [6]. 

Стан тіол-дисульфідної системи головного мозку 

оцінювали за ступенем активності ферментів, що 

регулюють тіол-дисульфідну рівновагу: глутатіон-

редуктази, глутатіонпероксидази, глутатіонтранс-

ферази а також відновленого та окисненого глута-

тіону - спектрофотометрично. [6]. Концентрацію 

ВГ та ОГ визначали флуоріметрично[6]. HSP70 ви-

значали методом Вестерн-блот аналізу [7]. Нітроти-

розин-методом ELISA. Статистична обробка даних 

наукових досліджень проводилась з використанням 

пакету програм «STATISTICA® for Windows 6.0». 

Описова статистика включала розрахунки середніх 

арифметичних значень (М), медіан (Ме), стандарт-

них похибок середнього (±m) та інтерквартільний 

розмах (інтервал) - значення 25-го і 75-го процен-

тилів. Порівняльний аналіз проводили за допомо-

гою непараметричного U-критерію Мана-Уітні. 

Для порівняння незалежних змінних в більш ніж 

двох вибірках застосовували критерій Kruskal-

Wallis. Порівняння груп за якісною ознакою прово-

дили за допомогою критерію χ² з аналізом таблиць 

спряженості. Для аналізу закономірностей зв’язку 

між окремими показниками проведений кореляцій-

ний аналіз за допомогою коефіцієнта кореляції Спі-

рмена. Для всіх видів аналізу статистично значу-

щими вважали відмінності р <0,05 (95%).  

Результати та обговорення. Внесення в інку-

баційне нейрональне середовище 1-хлор-2,4-диніт-

робензолу (CDNB-80 мкмоль) ‒ селективного інгі-

бітора глутатіон-S-трансферази, який утворює з 

GSH кон'югати призвело до депривації глутатіоно-

вої ланки ТДС [8,9]. 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) наряду 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 порів-

нянні з інтактом спостерігали на 60 хвилині 

(табл.1). 
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Таблиця 1 

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/гбі-

лка 
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/гбі-

лка 
0,140±0,11 0,125±0,09 0,112±0,035 0,235±0,08 0,300±0,06 0,330±0,07* 

Нітротиро-

зин, нм/г бі-

лка 

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*г білка 
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*г 

білка 
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 транскрип-

ції; до порушення внутрішньоклітинної сигналіза-

ції, до зниження активності ферментів, які беруть 

участь в регуляції процесів апоптозу [10]. Відомо, 

що ВГ пригнічує експресію субодиниць c-Fos і Jun 

транскрипційного фактору АР-1, який бере участь 

в апоптозі і клітинній проліферації [10]. Зниження 

рівня ВГ призводить до порушення в роботі глута-

тіон-залежних ферментів, які беруть участь в сис-

темі антиоксидантного захисту клітини, в структу-

рній і функціональній регуляції роботи біологічних 

мембран. Усе це призводить до порушення роботи 

рецепторного апарату клітини, мітохондріальної 

дисфункції, зниження синтезу АТФ, порушення ро-

боти Na, K-АТФази. А збільшення рівня ОГ, яке по-

в'язане з виснаженням пулу ВГ, здатне викликати 

глутатіонилювання редокс-чутливих білків з фер-

ментативною та рецепторною функцією, білків, які 

забезпечують сигнальну трансдукцію. Таким чи-

ном, ОГ в нейроні через активацію факторів транс-

крипції АР-1, NF-kB, Bcl-2, p53, індукує запуск ка-

скаду ефекторних каспаз, що неминуче призводить 

до збільшення числа нейронів, які вступили в апоп-

тоз [10]. 

Тенденцію подібну зниженню ВГ і Г-S-T почи-

наючи з 15 хвилини ми реєстрували і у відношенні 

активності ключових ферментів глутатіонової сис-

теми глутатіонредуктази і глутатіонпероксидази. 

Зниження активності ГР на 65% на 60 хвилину ін-

кубації поряд зі зниженням продукції НАДФН в пе-

нтозофосфатному циклі ще більше збільшує дефі-

цит ВГ через неможливість його ресинтезу. Зни-

ження активності ГПО на 77% в порівнянні з 

інтактними нейронами на 60 хвилині інкубації 

може служити раннім маркером нейротрофічної 

дисфункції нейрона (табл.1) [11]. До того ж, згідно 

літературних даних, ГПО бере активну участь у 

знешкодженні пероксінітріта і розщепленні ніт-

розотіолів, що в умовах дефіциту ферменту підви-

щує зміст першого і знижує біодоступність оксиду 

азоту, що в умовах нітрозативного стресу ще бі-

льше погіршує ситуацію [12]. Доказом останнього 

служить зазначене нами підвищення рівня нітроти-

розину в суспензії нейронів на 70,7% (р <0,05) на 60 

хвилині інкубації (табл. 1). 

Зсув ТДР, порушення в роботі глутатіон-пов'я-

заних ферментів, посилення процесів нітрозатив-

ного стресу призводять до зміни синтезу компоне-

нтів ендогенної цитопротекції ‒ HSP70 білків. Вве-

дення в інкубаційне середовище CDNB викликало 

неоднозначні зміни в змісті HSP70. Так на 15 хви-

лині інкубації ми реєстрували зростання вмісту бі-

лка на 28,1% в порівнянні з інтактною суспензією 

нейронів, що визначає функцію HSP70 як білка ша-

перона, і свідчить про активізацію резервно-адапта-

ційних механізмів захисту нейрона. Далі, почина-

ючи з 30 хвилини інкубації, ми відзначали падіння 

вмісту шаперона. А максимальна втрата зареєстро-

вана 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.1). 

На підставі отриманих даних були розраховані 

коефіцієнти кореляції. Нами встановлено, що низь-

кий рівень ВГ безпосередньо корелював з низьким 

рівнем HSP70 в нейрональній суспензії (коефіцієнт 

множинної кореляції Спірмена R = 0,83773) (рис.1). 

Нами також було визначено тісний негативний ко-

реляційний зв'язок між HSP70 і нітротирозином (ко-

ефіцієнт множинної кореляції Спірмена R=-0,8681) 

(рис.2). 
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Рис. 1. Кореляційна залежність між рівнем ВГ і HSP70 в умовах депрівації системного рівня глутатіону. 

 

Все вище викладене підтверджено 3D графі-

ком залежності відновленого глутатіону, нітроти-

розину і білка –шаперона HSP70 (рис.3). 

 

 
Рис. 2. Кореляційна залежність між рівнем нітротирозина і HSP70 в умовах депривації системного рівня 

глутатіону. 

 

Диаграмма рассеяния: GSH мкМоль/г белка vs. HSP70,у.е./г белка 

HSP70,у.е./г белка = 2,5807 + 7,0152 * GSH мкМоль/г белка

Корреляция: r =  ,83773
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Диаграмма рассеяния: Нитротирозин

нМоль/г белка vs. HSP70,у.е./г белка 
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Рис. 3. Зв'язаність змін рівнів ВГ і HSP70 з рівнем нітротирозину в умовах депрівації системного рівня 

глутатіону 

 

З метою фармакологічної корекції описаних 

патологічних змін нейрона нами in vitro був вико-

ристаний модулятор ТДС - селеназа, який вносили 

в концентрації (10-5М) до суспензії нейронів за 15 

хвилин до внесення CDNB. Інтегральним показни-

ком ефективності застосування селенази є його зда-

тність підвищувати рівень відновленої форми глу-

татіону в суспензії нейронів з CDNB. Ми спостері-

гали статистично значущі зміни в рівні відновле-

ного глутатіону. Так, селеназа підвищувала рівень 

ВГ на 136%, в порівнянні з контрольною суспен-

зією нейронів (табл.2) 

Таблиця 2 

Вплив селенази 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 дода-

ванням CDNB+ 

селеназа (10-5) 

Суспензія нейронів з 

додаванням CDNB+ 

тіотріазолін (10-5) 

1 2 3 4 5 

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) 

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) 

1,24 ± 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) 

0,167±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) 

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) 

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) 

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) 

10,00± 0,47* 

10,0 

(9,7÷10,2) 

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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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. 

 

Підвищення рівня ВГ відбувалося на тлі відно-

влення активності глутатіон-залежних ферментів: 

Г-S-Т (селеназа 88,2%, р˂0,05), ГР ( селеназа 

88,2%), ГПО (селеназа 121,1%, р˂0,05;) в порів-

нянні з контрольною суспензією нейронів. 

Нормалізація функціонування ТДС відбува-

лася на тлі зниження глутатіону окисненого під 

дією селенази на 51,5% (р˂ 0,05) в порівнянні з ко-

нтролем. 

Біохімічними дослідженнями встановлено, що 

введення в інкубаційне середовище селенази (10-

5М) викликало суттєве зниження проявів нітрозати-

вного стресу, на що вказує зниження вмісту нітро-

тирозину на 40,33% відповідно в порівнянні з кон-

тролем (табл. 2). 

Позитивний вплив щодо механізмів ендоген-

ної нейропротекції проявлялося в підвищенні рівня 

HSP70 білка під дією селенази на 35% 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 да-

них випливає, що реалізація нейропротективної дії 

селенази в умовах нейродеструкціі, викликаної ви-

сокими дозами CDNB, пов'язана з їх позитивним 

впливом на компоненти ендогенної нейропротекції 

(HSP70) за допомогою відновлення ТДР і нормалі-

зації функціонування глутатіон-залежних фермен-

тів. Селеназа запобігає окисленню SH-груп цисте-

їну або відновлюють S-S - зв'язки білків, ферментів, 

факторів транскрипції, які зазнали впливу токсич-

них доз CDNB. Це попереджає виникнення незво-

ротних структурних та функціональних поломок бі-

ологічних мембран і забезпечує адекватне функціо-

нування рецепторного апарату нейрона і регулює 

процеси сигнальної трансдукції. 

Підвищення рівня ВГ під дією селенази можна 

віднести на рахунок її здатності грати роль «пас-

тки» вільних радикалів та регуляції активності ге-

нів відповідальних за синтез ферментів ГПО і тіо-

редоксинредуктази. 

Отримані дані про позитивний вплив селенази 

на систему глутатіону, як компонента ендогенної 

нейропротекції, збігаються з результатами дослі-

джень, спрямованих на вивчення нейропротектив-

ного ефекту тіолвмісних препаратів, насамперед N-

ацетил-L-цистеіну (в подальшому NAC), за умов 

хронічної алкогольної інтоксикації (Кучер Т.В., 

2018). В них доведено, що 30-денне застосування 

NAC, одночасно з моделюванням хронічної алкого-

льної інтоксикації, нормалізує співвідношення 

iNOS / nNOS в головному мозку тварин, знижує рі-

вень NO, нітротирозину і нітритів, підвищує актив-

ність глутатіонпероксидази, глутатіонредуктази, 

збільшує вміст відновленого глутатіону, що на тлі 

зниження рівня нітротирозину сприяє підвищенню 

стійкості нейрона до нітрозативного стресу. Врахо-

вуючи позитивний ефект застосування NAC за 

умов хронічної алкогольної інтоксикації на стан се-

ленвмісного ферменту глутатіонпероксидази 

(GPx), можна припустити певний синергізм дії се-

лену та NAC, беручи до уваги результати дослі-

джень Emonet N. та співавт. (1997), якими доведено 

наявність позитивного ефекту комбінованого за-

стосування NAC и Se для захисту клітин проти шкі-

дливої дії ультрафіолетового опромінення [13]. Ок-

рім цього, Yalçin S. та співавт. (2008) довели проте-

ктивний ефект комбінованого застосування NAC і 

Se при токсичному ураженні печінки ацетамінофе-

ном [14]. Дослідженнями Jiang Y. та співавт. (2013) 

виявлено підвищення рівня Hsp70 при застосуванні 

NAC, що свідчить про посилення захисту клітин від 

стрес-індукованого апоптозу за рахунок зменшення 

протеотоксичності і зниження рівня неправильно 

згорнутого білка [15]. Подібний ефект при застосу-

ванні селенази може також свідчити про можливий 

синергізм дії селену та NAC  

Отже, NAC, поряд із селеном, можуть бути си-

нергічно залучені до окислювально-відновного ци-

клу тіолових груп в клітині і, за допомогою цього, 

впливати не тільки на регуляцію окисно-відновного 

стану клітини, але й на внутрішньоклітинну і міжк-

літинну передачу сигналу.  

Висновок. Таким чином, нормалізація функці-

онування системи глутатіону обумовлює стабільну 

активність компонентів ендогенної нейропротекції 

HSP70 білків [1,8,9] в умовах нейродеструкції ви-

кликаної CDNB і на тлі позитивної фармакологіч-

ної модуляції ТДС досліджуваними препаратами. 
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