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В дисертаційній роботі були дослідженні молекулярно-біохімічні механізми нейропротективної дії тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну, які спрямовані на підвищення концентрації білку теплового шоку HSP70 в ішемізованому мозку. Внаслідок підвищення рівня HSP70 спостерігається підсилення стійкості нейронів до ішемічних пошкоджень в дослідах in vitro і in vivo. Досліджувані препарати: тамоксифен, мелатонін, HSF-1 і глутамін реалізують нейропротективну дію за рахунок активації ланок ендогенної нейропротекції – підсилення експресії мРНК Hsp70, мРНК Hif-1 α, мРНК Hif-3 α, підвищення рівня HSP70. Призначення досліджуваних препаратів гальмує розвиток оксидативного і нітрозативного стресу, а також усуває мітохондріальну дисфункцію за рахунок HSP70/GSH – залежних механізмів активації антиоксидантної системи. Встановлено, що усунення енергетичного дефіциту на фоні лікування досліджуємими препаратами спостерігається за рахунок позитивної модуляції HSP70/HIF-1α - залежних механізмів регуляції малат-аспартатного човникового механізму енергопродукції. На фоні призначення тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну спостерігається зменшення проявів нейродеструктивних пошкоджень структур головного мозку, підвищення щільності нейронів сенсомоторної зони кори, гальмування нейроапоптозу, підвищення вмісту РНК в нейронах сенсомоторної зони кори і, як наслідок, зменшення проявів неврологічних і когнітивних порушень у експериментальних тварин. Досліджувані препарати достовірно підвищують виживання тварин з експериментальною церебральною ішемією.
Призначення тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну в умовах in vitro на моделі глутаматної ексайтотоксичності призводило до зниження маркерів ушкодження нейронів - зниження АФГ (26,1-50,8%), КФГ (19,1-49,5%), нітротирозину (13,9-38,3%), глутатіону окисленого (в 1,1-2,2 рази) і підвищення супероксиддисмутази (22,69-36,45%), HSP70 (на 46-97,6%), глутатіону відновленного (на 6,6-82,2%), активності глутатіонредуктази (на 10,5-45,4%) і глутатіон-S-трансферази (на 14,3-43,5%).В дослідах in vitro був встановлений тісний прямий зв'язок між концентрацією GSH і HSP70, а також зворотній зв'язок між рівнем нітротирозину і концентрацією HSP70.
В дослідах in vivo на моделі гострої церебральної ішемії спостерігались характерні прояви ішемічного пошкодження: розвиток оксидативного стресу, нітрозативного стресу, зменшення концентрації ендогенного нейропротектора HSP70 зниження рівня GSH, пригнічення активності GR, GST, наростаючий енергетичний дефіцит. На фоні введення тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну спостерігалось відновлення ендогенних ланок нейропротекції – рівень HSP70 підвищувався в цитозольній фракції в 1,5-11,3 (р˂0,05) рази, в мітохондріальній фракції в 1,1-2,6 рази (р˂0,05), експресія генів Hsp70 збільшувалась в 1,7-4,1 рази (р˂0,05), експресія мРНК Hif-1α в 7,0-11,6 рази (р˂0,05), мРНК Hif-3α в 3,6 рази. (р˂0,05) (в групі з введенням мелатоніну). Активація ендогенних механізмів нейропротекціїї відновлювала роботу тіол-дисульфідної антиоксидантної системи – рівень GSH збільшувався в 3,1-4,1 рази (р˂0,05), активність GR і GST підвищувалась 2,3-3,4 рази (р˂0,05) і 1,3-1,6 рази (р˂0,05) відповідно відносно контрольної групи тварин.
Терапія тамоксифеном, мелатоніном, HSF-1 і глутаміном протягом 4 діб значно гальмувала розвиток оксидативного і нітрозативного стресу, про що свідчить зниження рівня АФГ/КФГ в диапазоні від 22,5%/28,7% (р˂0,05) до 32,5%/35,3% (р˂0,05), а також концентрацію нітротирозину від 60% до 69,9% (р˂0,05). Водночас препарати підвищували активність СОД від 41,8% до 84,7% (р˂0,05). 
Введення тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну відновлювало енергетичний метаболізм клітин головного мозку та знижувало прояви мітохондріальної дисфункції. Так, заряд мембрани мітохондрій підвищувався від 1,9 до 3,5 (р<0,05) разів, а швидкість відкриття мітохондріальної пори знижувалась в діапазоні від 1,5 до 2,5 разів (р<0,05). Досліджувані препарати підвищували рівень АТФ (на 50,4-101,8% (р˂0,05)) на фоні зменшення АМФ (на 42,9-53,6% (р˂0,05)). Спостерігалось підвищення рівня малату (50-133,3% (р˂0,05)) і пірувату (47,8-108,7% (р˂0,05)) на фоні зменшення концентраціі лактату (27,1-50,2% (р˂0,05)).
Терапія тамоксифеном, мелатоніном, HSF-1 і глутаміном покращувала мофро-функціональний стан ішемізованих клітин головного мозку експериментальних тварин. Так, HSF-1, мелатонін, тамоксифен і глутамін збільшували щільності нейронів (на 63,9, 56,9, 24,6 і 22,5%) і площу нейронів ( на 32,8, 31,2, 6,7 і 5,6%). Вміст РНК в нейронах достовірно (р˂0,05) збільшували HSF-1 на 91,7%. мелатонін на 40,7% і тамоксифен на 34,3% відносно контролю. Найбільш виражену цитопротективну дію виявив HSF-1, який достовірно (р˂0,05) зменшував щільність і долю апоптичних клітин в 2,7 і 3,4 рази відносно контролю. Призначення мелатоніну знижувало щільність апоптичних клітин в 2,1 рази, тамоксифену – в 1,7 рази, глутаміну – в 1,6  рази, пірацетаму – в 1,2 рази відносно контрольної групи.
Призначення тваринам з ГПМК досліджуваних препаратів достовірно (р˂0,05) знижувало летальність (HSF-1 на 50,8%, мелатонін 46,4%, тамоксифен 41,2% і глутамін 32,5%) і прояви неврологічного дефіциту (HSF-1 на 41,4%, мелатонін 37,9%, тамоксифен 29,8% і глутамін 16,2%) на 4-ту добу експерименту. Пірацетам також знижував летальність (на 24,6%) і неврологічний дефіцит (на 14%) тварин, але поступався досліджуваним препаратам. Найбільш виражену модулюючу активність по відношенню до HSP70 виявляв HSF-1.
Наукова новизна отриманих результатів. Вперше встановлено, що нейропротективна дія тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну спрямована на підвищення в ішемізованому головному мозку концентрації ендогенного нейропротектора – білку теплового шоку 70 кДа (HSP70), який призводить до підсилення компенсоторно-пристосувальних механізмів стійкості нейронів до ішемії.
Вперше встановлено, що введення тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну в дослідах in vitro і in vivo підвищує концентрацію HSP70.
Вперше встановлено, що досліджувані модулятори HSP70 – тамокси​фен, мелатонін, HSF-1 і глутамін в умовах гострої експериментальної ішемії головного мозку підвищують експресію мРНК Hsp70, Hif-1α і Hif-3α.
Вперше встановлено, що курсове введення тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну нормалізує енергетичний метаболізм ішемізованого головного мозку за рахунок позитивної модуляції HSP70/HIF-1α-залежних механізмів активації і регуляції малат-аспартатного човникового механізму.
Встановлено, що тамоксифен, мелатонін, HSF-1 і глутамін обмежують деструктивний вплив оксидативного стресу в ішемізованому головному мозку за рахунок HSP70/GSH-залежних механізмів активації антиоксидантної системи.
Вперше встановлено, що курсове введення тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну підвищує щільність нейронів сенсомоторної зони кори, гальмує нейроапоптоз, підвищує вміст РНК в нейронах сенсомоторної зони кори і, як наслідок, зменшує прояви неврологічних і когнітивних порушень у експериментальних тварин.
Новизна досліджень підтверджена патентом України на корисну модель № 128150 «Спосіб фармакологічної модуляції ендогенної нейропротекції в експерименті».
Практичне значення одержаних результатів. На підставі проведених досліджень вперше експериментально обгрунтована фармакологічна модуляція експресії HSP70 як перспективний напрямок нейропротекції в умовах гострого порушення мозкового кровообігу.
Отримані дані є експериментальним обґрунтуванням для застосування тамоксифену, мелатоніну і глутаміну в комплексній терапії гострого порушення мозкового кровообігу в якості засобів первинної (спрямованої на зменшення глутаматної ексайтотоксичності) і вторинної (спрямованої на зниження нейроапоптозу, нормалізацію енергетичного метаболізму) нейропротекції.
Експериментальні дані обґрунтовують перспективу подальших досліджень HSF-1 з метою створення на його основі лікарського засобу з нейропротективною дією.
Експериментально встановлені механізми дії модуляторів HSP70 можуть сприяти створенню нового покоління ефективних лікарських препаратів, які надають спрямований вплив на ключові ланки-мішені механізмів ендогенної нейропротекції в умовах гострого порушення мозкового кровообігу.
Результати досліджень впроваджені в навчальну та наукову роботу кафедр фармакології Запорізького державного медичного університету, Державного закладу "Дніпропетровська медична академія Міністерства охорони здоров`я України", Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця, Буковинського державного медичного університету, Харьківського національного медичного університету, Інституту підвищення кваліфікації спеціалістів фармації, Національного фармацевтичного університету Міністерства охорони здоров`я України.
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SUMMARY

Bila Yulia. Pharmacological modulation of HSP 70 - mediated mechanisms of neuroprotection in cerebral ischemia. - Qualifying scientific work on the rights of the manuscript.
Thesis to obtain the academic degree of Candidate of Biological Sciences in speciality 14.03.05 – рharmacology. - State enterprise "Institute of Pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine", Kyiv-2020. 
The problem of strokes in the EU, North America and Japan is still quite relevant. Over the past few decades has been formed understanding of the basic mechanisms of endogenous neurodestruction in acute hypoxia. All pathophysiological, molecular-biochemical and morphofunctional changes that occur in the brain in this pathology, are combined in the concept of "ischemic cascade". It is known that the mechanisms of neuronal damage are based on oxidative stress induced by "glutamate excitotoxicity" and hyperproduction of NO, against the background of reduced functional activity of the antioxidant system, mitochondrial dysfunction, energy deficiency, and release of proapoptic proteins from the mitochondria and the initiation of neuroapoptosis. The role of endogenous neuroprotection and its intermediate, HSP70, in the regulation of neuronal survival mechanisms under cerebral ischemia is currently being considered. HSP70 performs chaperone function and participates in regulation of processes of growth, development, transfer of genetic material, signal transmission, cell death. 
In response to ischemia, a sharp increase in HSP70 levels was registered, with its highest concentration observed in vital parts of cells: nuclear, perinuclear space, mitochondria, endoplasmic reticulum, which indicates the importance of chaperone70 in protection against death. As nuclear preribosomes resume, the concentration of HSP70 in the nucleus decreases and increases in the cytoplasm of cells. Thus, the level of HSP70 can be considered as a marker of cell and tissue damage. Hyperproduction in HSP70 cells inhibits the development of autophagy as an alternative, more "radical" mechanism of cellular stress response.

Recent scientific work has established a direct cytoprotective effect of HSP70, which is realized by regulating the processes of apoptosis and cell necrosis. HSP70 inhibits the mitochondrial and cytoplasmic pathways of apoptosis.
The neuroprotective properties of HSP70 have been confirmed in a variety of ischemic damage models in vitro and in vivo. Thus, the development of new approaches to neuroprotection through the creation of HSP70-positive modulators is an important task of modern pharmacology. Agents with high neuroprotective potential - tamoxifen, melatonin, glutamine and heat shock factor-1 (HSF-1) are of particular interest in this regard.Molecular-biochemical mechanisms of the neuroprotective action of tamoxifen, melatonin, HSF-1 and glutamine, aimed at increasing the concentration of heat shock protein HSP70 in the ischemic brain, were investigated in the thesis. 
Increasing the HSP70 level results in an increase in the resistance of neurons to ischemic damage in in vitro and in vivo experiments. The investigated drugs: tamoxifen, melatonin, HSF-1 and glutamine have neuroprotective effect through activation of endogenous neuroprotection units - increased expression of Hsp70 mRNA, Hif-1 α mRNA, Hif-3 α mRNA, and increased HSP70 level. It is found that the elimination of energy deficit on the background of treatment with the studied drugs is observed due to the positive modulation of HSP70/HIF-1α-dependent mechanisms of regulation of malate-aspartate shuttle mechanism of energy production. Tamoxifen, melatonin, HSF-1 and glutamine on in vitro model of glutamate excitotoxicity inhibited the rate of development of oxidative stress and the accumulation of markers of protein degradation of AFG (26,1-50,8%), KFG (19,1-49,5%) and nitrotyrosine (13,9-38,3%) against the background of the increase of the HSP70 concentration (46-97,6% (р˂0,05)) and the level of GSH (by 1.2-1.8 times (р˂0,05)) and increased activity of glutathione-specific enzymes (GR 10,5-45,4%, GST 14,3-43,5% (р˂0,05)). In vitro experiments showed that there was a close direct relationship between the concentration of GSH and HSP70, as well as the inverse relationship between the level of nitrotyrosine and the concentration of HSP70.
In vivo experiments in the acute cerebral ischemia model showed characteristic manifestations of ischemic damage: oxidative and nitrosative stresses growth, a decrease in the concentration of endogenous neuroprotector HSP70 decrease in GSH level, inhibition of GR, GST activity, increasing energy deficit. Tamoxifen, melatonin, HSF-1 and glutamine leads recovering of endogenous neuroprotection units - the HSP70 level increased in the cytosolic fraction 1.5-11.3 times (p<0.05), in the mitochondrial fraction 1.1-2.6 times (p˂0,05), Hsp70 gene expression increased 1.7-4.1 times (p˂0.05), Hif-1α mRNA expression 7.0-11.6 times (p˂0.05), Hif-3α mRNA 3.6 times (p<0.05) (in the group with melatonin). Activation of endogenous mechanisms of neuroprotection restored the work of thiol-disulfide antioxidant system - GSH level increased 3.1-4.1 times (p<0.05), activity of GR and GST increased 2.3-3.4 times (p<0.05) and 1.3-1.6 times (p<0.05) respectively, relative to the control group of animals. Therapy with tamoxifen, melatonin, HSF-1 and glutamine for 4 days significantly inhibited the progress of oxidative and nitrizative stresses, as evidenced by a decrease in the level of AFG/KFG in the range from 22.5%/28,7%  to 32.5%/35,3%, and nitrotyrosine concentration from 60% to 69.9% (p<0.05). At the same time, the drugs increased the activity of SOD from 41,8% to 84,7% (p˂0.05).

Tamoxifen, melatonin, HSF-1, and glutamine restored the energy metabolism of brain cells and reduced the manifestations of mitochondrial dysfunction. Thus, the mitochondrial membrane charge increased from 1.9 to 3.5 times (p<0.05), and the rate of opening of the mitochondrial pore decreased in the range from 1,5 to 2,5 times (p<0.05). The investigated drugs increased the level of ATP (by 50.4-101.8% (р˂0.05)) against the background of a decrease in AMP (by 42.9-53.6% (р˂0.05)). An increase in the level of malate (50-133.3% (p<0.05)) and pyruvate (47.8-108.7% (p˂0.05)) was observed against the background of a decrease in lactate concentration (27.1-50.2%).

Tamoxifen, melatonin, HSF-1, and glutamine therapy improved the morphofunctional status of ischemic brain cells of experimental animals. Thus, HSF-1, melatonin, tamoxifen and glutamine significantly increased neuronal density (by 63.9, 56.9, 24.6 and 22.5%) and area neurons (by 32.8, 31.2, 6.7, and 5.6%). The content of RNA in neurons significantly (p<0.05) increased HSF-1 by 91.7%, melatonin by 40.7% and tamoxifen by 34.3% relative to control. The most pronounced cytoprotective effect has HSF-1, which significantly (p<0.05) reduces the density and proportion of apoptotic cells by 2.7 and 3.4 times relative to the control. The appointment of melatonin reduces the density of apoptotic cells by 2.1  times, tamoxifen - 1.7 times, glutamine - 1.6 times, piracetam - 1.2  times relative to the control group.

Investigated drugs significantly (р<0.05) reduced mortality (HSF-1 by 50.8%, melatonin 46.4%, tamoxifen 41.2% and glutamine 32.5%) and manifestations of neurological deficiency (HSF-1 by 41.4%, melatonin 37.9%, tamoxifen 29.8% and glutamine 16.2%) on the 4th day of the experiment. Piracetam also reduced mortality (by 24.6%) and neurological deficits (by 14%) of animals, but was inferior to the studied drugs. The most pronounced modulating activity against HSP70 was found by HSF-1. It was first established that the studied HSP70 modulators – tamoxifen, melatonin, HSF-1 and glutamine under conditions of acute experimental cerebral ischemia increase the expression of HSP70, HIF-1α and HIF-3α mRNA. It was found that Tamoxifen, melatonin, HSF-1 and glutamine limit the destructive effects of oxidative stress in the ischemic brain due to HSP70/GSH-dependent mechanisms of activation of the antioxidant system.

It was established for the first time that tamoxifen, melatonin, HSF-1 and glutamine increases the density of neurons of the sensorimotor cortex, inhibits neuroapoptosis, increases the content of RNA in the neurons of the sensorimotor cortex and, as a consequence, reduces the manifestations of neuroperimental disorders.

The novelty of the research was confirmed by the patent for utility model No. 128150 "Method of pharmacological modulation of endogenous neuro​protection in experiment".

The practical significance of the results. On the basis of the conducted research, the pharmacological modulation of HSP70 expression as a promising neuroprotection direction in conditions of acute cerebral circulation was experimentally found for the first time.

The data obtained is an experimental justification for the tamoxifen, melatonin and glutamine using in the complex therapy of acute cerebral circulation disorders as a means of primary (aimed at reducing glutamate excitotoxicity) and secondary (aimed at reducing neuroapoptosis) neuroprotection.

The experimental data substantiate the prospect of further HSF-1 studies with the aim of creating a neuroprotective drug based on it.

The experimentally established mechanisms of action of HSP70 modulators can contribute to the creation of a new generation of effective drugs that exert a directional influence on key targets of endogenous neuroprotection mechanisms in conditions of acute cerebral circulation disorders.

The research results are implemented in the educational and scientific work on the departments of Pharmacology of Zaporizhzhya State Medical University, State Institution "Dnipropetrovsk Medical Academy of the Ministry of Health of Ukraine", Bogomolets National Medical University, Bukovyna State Medical University, Kharkiv National Medical University, Institute of Advanced Training of Pharmacy Specialists, National Pharmaceutical University of the Ministry of Health of Ukraine.
Keywords: cerebral ischemia, neuroprotection, tamoxifen, melatonin, 
HSF-1, glutamine, HSP70 modulators, HIF-1, Hsp70 mRNA, antioxidant system.
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ВСТУП

Обґрунтування вибору теми дослідження
Проблема інсультів в країнах Євросоюзу, Північної Америки і Японії продовжує залишатися достатньо актуальною [Мищенко Т. С., 2017; Thrift A. G. et al, 2017]. Незважаючи на певні успіхи, що були досягнуті в лікуванні мозкових інсультів, і великий арсенал засобів (тромболітики, антикоагулянти, первинні та вторинні нейропротектори, ноотропи та ін.) – ця проблема залишається все ще достатньо актуальною [Зозуля І. С. та співавт., 2015; B. Norrving et al., 2019]. Відомо, що в основі механізмів пошкодження нейронів лежить оксидативний стрес, що індукується «глутаматною ексайтотоксичністю» і гіперпродукцією NO, на фоні зниження функціональної активності антиоксидантної системи, мітохондріальної дисфункції, енергодефіциту, вивільнення з мітохондрій проапоптичних білків і ініціації нейроапоптозу [Бєленічев І. Ф., 2014-2019; Khoshnam. S. E. et al., 2017]. 

В даний час розглядається роль ендогенної нейропротекції і її інтермедіата – HSP70 в регуляції механізмів виживання нейронів в умовах церебральної ішемії. HSP70 виконує шаперону функцію і приймає участь в регуляції процесів росту, розвитку, переносу генетичного матеріалу, сигнальній передачі, клітинній загибелі [Mayer M. P., 2013; Гарбуз Д. Г. та співавт., 2019]. Нейропротективні властивості HSP70 були підтверджені на різноманітних моделях ішемічних пошкоджень in vitro та in vivo [Yenari M. A., ‎2013; Горбачова С. В. та співавт., 2017; Kim J. Y., 2018]. Нейропротективний ефект HSP70 в умовах ішемії пояснюється його прямою антиапоптичною, антиоксидантною активністю, впливом на тіол-дисудьфідну систему головного мозку [Павлов С. В., 2016; Бєленічев І. Ф., 2017]. Існують роботи, які присвячені вивченню позитивного впливу HSP70 на енергетичний метаболізм головного мозку в умовах церебральної ішемії, що реалізується за рахунок прямої мітопротективної дії, а також шляхом підвищення продукції АТФ в компенсаторних цитозольно-мітохондріальних шунтах [Бєленічев І. Ф., Павлов С. В., 2014-2019]. HSP70 стабілізує і пролонгує час «життя» HIF-1α, який, в свою чергу, активує і регулює роботу малат-аспартатного човникового механізму [Бєленічев І. Ф., Павлов С. В., 2014-2019; Madan E. et al., 2019]. Встановлено, що рівень експресії HSP70 в головному мозку визначає вираженість неврологічних порушень при моделюванні ГПМК у лабораторних тварин [Бєленічев І. Ф., 2014-2019; Горбачова С. В., 2015]. 

Таким чином, розробка нових підходів до нейропротекції шляхом створення засобів – позитивних модуляторів HSP70 є важливим завданням сучасної фармакології. Особливий інтерес в цьому відношенні представляють засоби, що мають високий нейропротективний потенціал -тамоксифен [Belenichev I. F., 2014], мелатонін [Carloni S., 2016], глутамін [Luo L. L. et al., 2019] і фактор теплового шоку-1 (HSF-1). Однак, механізми нейропротективної дії тамоксифену, глутаміну і мелатоніну до кінця не вивченні, також не відомі їх HSP70-залежні ланки, а нейропротективна дія HSF-1 взагалі не вивчалась. Наведені дані і визначають актуальність даного дослідження. 
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. Мета дисертаційної роботи - експериментальне обґрунтування використання тамоксифену, мелатоніну, глутаміну та HSF-1 в терапії гострого порушення мозкового кровообігу шляхом встановлення їх впливу на молекулярні HSP 70 – опосередковані механізми формування ланок нейродеструкції та ендогенної нейропротекції в умовах церебральної ішемії.
Для реалізації поставленої мети необхідно було вирішити наступні задачі:

1. Визначити середньо-ефективну дозу HSF-1 на моделі церебральної ішемії.

2. Дослідити нейропротективну дію тамоксифену, мелатоніну, глутаміну та HSF-1 in vitro при додаванні токсичних доз глутамату по впливу на показники АФГ, КФГ, СОД, глутатіону відновленого, глутатіонредуктази, глутатіонтрансферази, HSP70.

3. Вивчити вплив тамоксифену, мелатоніну, глутаміну та HSF-1 на морфо-функціональні показники нейронів сенсомоторної кори і вираженість неврологічного дефіциту у експериментальних тварин в гострому періоді ПМК.

4. Дослідити дію тамоксифену, мелатоніну, глутаміну та HSF-1 на рівень маркерів оксидативного і нітрозативного стресу (супероксиддисмутази, АФГ, КФГ, нітротирозину) і активність показників тіол-дисульфідної системи (глутатіону відновленого, глутатіону окисненого, глутатіонредуктази, глутатіонтрансферази) при експериментальному ГПМК.

5. Вивчити дію тамоксифену, мелатоніну, глутаміну та HSF-1 на функціональну активність мітохондрій (ступінь відкриття мітохондріальної пори і мембранний потенціал), енергетичний обмін (АТФ, АДФ, АМФ, ЕЗ, ЕП, ІФ, ТКД, лактат, піруват, малат, малатдегідрогеназа) головного мозку тварин з ГПМК.

6. Визначити роль тамоксифену, мелатоніну, глутаміну та HSF-1 в механізмах ендогенної нейропротекції за впливом на синтез білку HSP70, експресію мРНК Hsp70, мРНК Hif-1α і Hif-3α в тканинах головного мозку експериментальних тварин при ГПМК.

Об’єкт дослідження: HSP70-опосередковані механізми ендогенної нейропротекції/нейродеструкції головного мозку при гострому порушенні мозкового кровообігу.

Предмет дослідження: корекція порушень механізмів ендогенної нейропротекції в умовах гострої ішемії головного мозку за допомогою тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну.
Методи дослідження
З метою виконання поставлених задач у дисертаційній роботі використані фармакологічні, біохімічні, морфометричні, імуноферментні, молекулярно-генетичні, математичної статистики і системного аналізу. 
Наукова новизна отриманих результатів. 
Встановлено, що нейропротективна дія тамоксифену, мелатоніну, 
HSF-1 і глутаміну спрямована на підвищення в ішемізованому головному мозку концентрації ендогенного нейропротектора – білку теплового шоку 70 кДа (HSP70), який призводить до підсилення компенсаторно-пристосу​вальних механізмів стійкості нейронів до ішемії.

Вперше встановлено, що введення тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну в дослідах in vitro підвищує концентрацію HSP70, а в умовах гострої експериментальної ішемії головного мозку підвищує експресію мРНК Hsp70, Hif-1α і Hif-3α і концентрацію білку HSP70.

Встановлено, що курсове введення тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну нормалізує енергетичний метаболізм ішемізованого головного мозку за рахунок позитивної модуляції HSP70/HIF-1α-залежних механізмів активації і регуляції малат-аспартатного човникового механізму.

Встановлено, що тамоксифен, мелатонін, HSF-1 і глутамін обмежують деструктивний вплив оксидативного і нітрозативного стресу в ішемізованому головному мозку за рахунок HSP70/GSH – залежних механізмів активації антиоксидантної системи.
Вперше встановлено, що курсове введення тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну підвищує щільність нейронів сенсомоторної зони кори, гальмує нейроапоптоз, підвищує вміст РНК в нейронах сенсомоторної зони кори і, як наслідок, зменшує прояви неврологічних і когнітивних порушень у експериментальних тварин.

Новизна досліджень підтверджена патентом України на корисну модель №128150 «Спосіб фармакологічної модуляції ендогенної нейропротекції в експерименті».

Практичне значення одержаних результатів. 

На підставі проведених досліджень експериментально обгрунтована фармакологічна модуляція експресії HSP70 як перспективний напрямок нейропротекції в умовах гострого порушення мозкового кровообігу.
Отримані дані є експериментальним обґрунтуванням для застосування тамоксифену, мелатоніну і глутаміну в комплексній терапії гострого порушення мозкового кровообігу в якості засобів первинної (спрямованої на зменшення глутаматної ексайтотоксичності) і вторинної (спрямованої на зниження нейроапоптозу, нормалізацію енергетичного метаболізму) нейропротекції.

Експериментальні дані обґрунтовують перспективу подальших досліджень HSF-1 з метою створення на його основі лікарського засобу з нейропротективною дією.

Експериментально встановлені механізми дії модуляторів HSP70 можуть сприяти створенню нового покоління ефективних лікарських препаратів, які надають спрямований вплив на ключові ланки-мішені механізмів ендогенної нейропротекції в умовах гострого порушення мозкового кровообігу.

Результати досліджень впроваджені в навчальну та наукову роботу кафедр фармакології Запорізького державного медичного університету, Державного закладу "Дніпропетровська медична академія Міністерства охорони здоров`я України", Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця, Буковинського державного медичного університету, Харьківського національного медичного університету, Інституту підвищення кваліфікації спеціалістів фармації, Національного фармацевтичного університету Міністерства охорони здоров`я України.
Особистий внесок здобувача.
Дисертація є особистою науковою працею автора. Робота виконана на базі Навчального медико-лабораторного центру Запорізького державного медичного університету (начальник - д.мед.н., професор Абрамов А. В.) та на кафедрі фармакології та медичної рецептури (завідувач - д.б.н., професор Бєленічев І. Ф.). Разом з науковим керівником визначено мету і завдання дослідження, розроблено методичні підходи для виконання експериментальної частини дисертації. Дисертантом самостійно проведено патентно-інформаційний пошук, освоєна і відтворена модель гострого порушення мозкового кровообігу по типу ішемічного інсульту. Самостійно виконана оцінка нейропротективної активності модуляторів 70: тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну в умовах гострого порушення мозкового кровообігу. Дисертант самостійно провів біохімічні дослідження з вивчення показників оксидативного стресу і енергетичного метаболізму головного мозку в умовах гострого порушення мозкового кровообігу, а також всі морфометричні дослідження, проведена статистична обробка отриманих даних, узагальнені і проаналізовані результати досліджень, сформульовані висновки.
Апробація результатів дисертації. 
Основні положення та висновки дисертаційної роботи оприлюднені та обговорені на: Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених і студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації. - 2014» (Запоріжжя, 2014); Восьмій національній науково-практичній конференції з міжнародною участю «Активные формы кислорода, оксида азота, антиоксиданты и здоровье человека» (Смоленск, 2014); Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених і студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації - 2015» (Запоріжжя, 2015); Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів «Здобутки теоретичної медицини – в практику охорони здоров`я – 2016» (Запоріжжя, 2016); Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених і студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації - 2016» (Запоріжжя, 2016); Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю, пам’яті професора В.В. Дунаєва «Фундаментальні та клінічні аспекти фармакології – 2016 » (Запоріжжя, 2016); Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених і студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації - 2017» (Запоріжжя, 2017); V Національному з’їзді фармакологів України (Запоріжжя, 2017); Міжнародній науково-практичній конференції «Теоретичні та практичні аспекти розвитку науки і освіти» (Львів, 2020).

Структура та обсяг дисертації. 
Дисертаційна робота викладена на 166 сторінках друкованого тексту та складається з анотацій, списку друкованих праць, основної частини, яка включає вступ, огляд літератури, опис матеріалів і методів дослідження, 2 розділи власних досліджень, аналіз та узагальнення результатів, висновки, список використаних джерел та додатків. Робота проілюстрована 13 рисунками, 22 таблицями. Список використаних джерел містить 245 найменувань, з них ‒ 124 кирилицею та 121 латиницею.
Розділ 1. Сучасні уявлення про нейропротекцію в умовах ішемічного інсульту (огляд літератури)
1.1. Основні клітинно-молекулярно-біохімічні механізми постішемічної нейродеструкції
В даний час проблема діагностики та лікування цереброваскулярних захворювань, зокрема ішемічного інсульту, є досить актуальною. Згідно з інформацією ВООЗ, в переліку причин летальності інсульт посідає третє положення після захворювань серцево-судинної системи та раку [51, 100, 210]. Гострим інсультом прийнято вважати органічне порушення мозкового кровообігу, яке супроводжується порушенням діяльності головного мозку в перебігу перших 24 годин [2, 20, 51]. Основними причинами інсульту є ішемія (тромбоз, оклюзія, емболія і ін.) або крововилив. Співвідношення частоти розвитку ішемічного і геморагічного інсульту на території України в середньому становить 4:1. Щорічно в Україні реєструється приблизно 110 тис. мозкових інсультів, з яких близько 40 тис. призводять до летального результату [63]. Ці дані мають динаміку до постійного зростання, оскільки підкріплені поширеністю факторів ризику цереброваскулярних захворювань, таких як артеріальна гіпертензія, гіперхолестеринемія, цукровий діабет, хронічний психоемоційний стрес, малорухливий спосіб життя, куріння та ін [5, 38]. Необхідно враховувати, що більше 30% первинно виявлених інсультів припадає на частку працездатного населення. При цьому до 40% хворих помирає протягом першого місяця після перенесеного інсульту, близько 50% переживають перший рік реабілітації і тільки 20% повертаються до нормального способу життя. Звертає на себе увагу той факт, що смертність від інсульту в Україні в 2 рази вище, ніж в країнах Західної Європи і США. Таким чином, можна сказати, що терапія ішемічних інсультів в Україні знаходиться на недостатньо високому рівні [21, 75]. Одним з рішень цієї проблеми є пошук нових мішеней і засобів для нейропротекции даного захворювання.
Протягом останніх декількох десятиліть було сформовано розуміння основних механізмів ендогенної нейродеструкціі в умовах гострої гіпоксії. Всі патофізіологичні, молекулярно-біохімічні та морфофункціональні зміни, що відбуваються в головному мозку при даній патології, об'єднані в поняття «ішемічного каскаду» [20, 21, 51, 240]. 
Скворцова В. І. [97] запропонувала диференціювати основні етапи ішемічного каскаду наступним чином:

· зниження мозкового кровообігу;

· глутаматна ексайтотоксичність;

· внутрішньоклітинне накопичення кальцію;

· активація внутрішньоклітинних ферментів;

· розвиток оксидативного і нітрозативного стресу;

· експресія генів раннього реагування;

· віддалені наслідки ішемії (реакція місцевого запалення, мікроваскулярні порушення, пошкодження гематоенцефалічного бар'єру);

· апоптоз - генетично запрограмована клітинна загибель [21, 51, 97].
Згідно літературних джерел всі етапи ішемического каскаду розвиваються в перші хвилини і години інсульту або будь-якого ішемічної-гіпоксіческого ураження речовини мозку і, взаємопотенціюя дії один одного, призводять до важких функціонально-морфологічних пошкодженнь структур головного мозку [2, 102].
При цьому, ступінь порушень і незворотність пошкоджень від ішемії знаходиться в прямій залежності від тривалості та масштабності порушення мозкового кровотоку. При зниженні церебрального кровотоку до 50-55 мл/100 г тканини в 1 хв. розвивається перший критичний рівень, який характеризується порушенням синтезу білку і експресії генів. Подальше зниження кровотоку до 35 мл/100 г тканини в 1 хв. призводить до активації анаеробного гліколізу, зміщення рН, розвитку лактат-ацидозу, гострого енергодефіциту – це другий критичний рівень. При зниженні церебрального кровотоку нижче 20 мл/100 г тканини в 1 хв. протягом 6-8 хв. відбувається формування третього критичного необоротного рівня енергодефіциту, що відображається в смерті клітин ішемізованої ділянки головного мозку [20, 21, 97]. 
Кінцевим продуктом анаеробного гліколізу, що спостерігається в умовах гіпоксії є лактат, накопичення якого провокує внутрішньоклітинний ацидоз. На ранніх етапах ішемії клітинний ацидоз можна розглядати в якості захисної реакції, тому що зниження рН стабілізує мембрани клітин. Однак прогресування ацидозу викликає денатурацію більшості білків і формування в цитоплазмі зерен, що проявляється в появі помутніння цитоплазми, так зване «мутне набухання» або «зерниста дистрофія ». Внаслідок прогресуючої гіпоксії наростаючий енергодефіцит ініціює дестабілізацію клітинних мембран, активацію протеінкіназних систем, порушення роботи Na+/K+-АТФази, в результаті знижується градієнт концентрації калію і натрію, підвищується внутрішньоклітинний вхід Са2+ [21, 51, 97]. 
Пусковим ланкою загибелі клітин в разі ішемічного пошкодження мозку вважають «глутаматну ексайтотоксічность» - процес гіперактивації іонотропних NMDA (N-метил-D-аспартатних), AMPA (2-аміно-3-гідрокси-4-ізоксазол-5-метилпропанових) і L-AP4 (2-аміно-4-фосфатнобутанових) рецепторів за рахунок надлишкового вивільнення глутамату і аспартату на тлі внутрішньоклітинного накопичення Са2 + [8, 21, 81, 89, 97].

На фоні лактат-ацидозу знижується нейрональне захоплення глутамату і аспартату з синаптичної щілини, що призводить до неконтрольованого збудження NMDA рецепторів, їх «шоковому» відкриттю і додатковому припливу Са2 + в клітину. Паралельно відбувається гіперзбудження AMPA рецепторів приводить до «осмотичного набрякання» через надмірний вхід Na+, Cl- і води в клітини. Таким чином, відбувається ініціація каскаду глутамат-кальцієвого некрозу і апоптозу [47, 89, 122, 240].

Іони кальцію виступають в ролі вторинного месенджера і підвищують чутливість і збудливість нейронів, як наслідок відбувається посилене вивільнення аміноацідергіческіх нейротрансмітерів і поширення глутаматной ексайтотоксісності на сусідні нейрони зони пенубри - так звана стадія ампліфікації глутамат-кальцієвого каскаду.
Третя стадія - експресія. У цей період відбувається накопичення активних форм кисню (АФК), інтенсифікується вільно-радикальне окислення і перекисне окислення ліпідів (ПОЛ). Це обумовлює порушення фосфорилювання білків, розщеплення фосфоліпідів, вивільнення арахідонової кислоти, утворення токсичних продуктів, вільних радикалів (ВР), що ушкоджують рибонуклеїнової кислоту (РНК) і дезокси​рибонуклеїнову кислоту (ДНК) і виявляють цитотоксичну, імуно- та мутагенну дії [48, 122, 240].
Процеси вільнорадикального і перекисного окислення є фізіологічними ланками метаболізму клітини, оскільки вільні радикали забезпечують роботу дихального ланцюга мітохондрій, метаболізм і синтез біогенних амінів, синтез простагландинів і лейкотрієнів, метаболізм ксенобіотиків, фагоцитоз, беруть участь в процесах нейропластичності головного мозку. Однак в умовах ішемічного ушкодження запускається неконтрольована гіперпродукція АФК, яка має ланцюговий характер і посилюється на тлі виснаження антиоксидантних систем [67, 81, 100, 128].
Основними джерелами АФК в головному мозку є мітохондріальний дихальний ланцюг (МДЛ), НАДФН-оксидази і ксантиноксидаза [4, 74, 128]. В умовах нормоксіі супероксид радикал О2- утворюється в мітохондріях в якості побічного продукту початкових етапів синтезу АТФ і одразу нейтралізується до Н2О2 під дією супероксиддисмутази. При ішемічному порушенні в результаті активації анаеробного гліколізу відбувається накопичення лактату і збільшення протонів водню Н+. Виснаження антиоксидантних ферментів призводить до утворення надлишку гідроксил-радикала О2‑, який взаємодіючи з протонами водню утворює агресивний гідроксил-аніон ОН-. Також О2‑ атакує сигнальну молекулу NO з утворенням потужного окислювача пероксинітрит-радикалу ONОО‑ [163]. Гіперстимуляція NMDA-рецепторів призводить до активації Са2+ залежної нейрональної синтази оксиду азоту nNOS, яка синтезує NO, що призводить до збільшення рівня ONОО‑, який пошкоджує мітохондрії за рахунок перекисного окислення і нітрозилювання мембранних ліпідів. Встановлено, що NO-радикал підвищує внутрішньоклітинний рівень білку р53, що призводить до зниження активності Мn-супероксиддисмутази і рібонуклеотидредуктази, посилюючи шкідливу дію вільних радикалів [4, 128, 138, 166, 190, 240].
В результаті оксидативного стресу АФК окислюють SH- і NH2- ділянки аміноксилот (аргінін, гістидин, метіонін, цистеїн та ін.), ферментів (глюкозо-6-фосфатаза, тирозинкінази, Na+/K+-АТФази), перетворюють структуру нуклеїнових кислот з утворенням нових ковалентних зв'язків-зшивок. Подальше пошкодження геномного апарату клітини призводить до формування вторинної мітохондріальної дисфункції. Мітохондрії втрачають можливість забезпечувати клітинно-тканинне дихання. Пригнічення мітохондріальнго дихання призводить до втрати заряду мітохондрій, що ініціює апоптоз, а при відсутності глюкози – некроз [3, 67, 107, 125, 138, 159, 166, 169].
Зниження трансмембранного потенціалу мітохондрій провокує відкриття мітохондріальних пор і вихід в цитозоль цитохрому С та проапотичних білків. Серед них фактор, що індукує апоптоз AIF (apoptosis inducing factor), вторинний мітохондріальний активатор каспаз Smac (second mitochondria derived activator of caspases) і ряд прокаспаз. AIF переміщується в ядро, де запускає деградацію ДНК і конденсацію периферичного хроматину. Вихід цитохрому С призводить до олігомеризації цитозольного фактору, що активує протеазу Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) в результаті формується апоптосома. Це сприяє переходу прокаспази 9 в активну каспазу 9 і в подальшому запускає активацію каспаз 3 і 7. Формування апоптосоми запускає деградацію білків і формування біохімічних і морфологічних ознак апоптозу [83, 138, 159, 168].
Важливу роль у долі клітин відіграють гени раннього реагування (с-fos, c-jun, krox-20), які неминуче експресуються у відповідь на пошкодження. Білки генів раннього реагування – c-jun, c-fos утворюють димери з іншими білками D- Jim, ATF (активуючий фактор транскрипції), в результаті чого утворюється AP-1 комплекс. Під дією с-fos, c-jun і AP-1 активується індуцибельна NO-синтаза, що призводить до гіперпродукції NO.  Дані білки є медіаторами типу нейрональної загибелі і, в умовах гострої ішемії, перемикають апоптотичний шлях загибелі клітин на некротичний [70, 159, 168].
На наступному етапі ішемічного каскаду спостерігаються відстроковані в часі наслідки ішемії – локальне запалення, аутоіммунні реакції, порушення мікроциркуляції, пошкодження гематоенцефалічного бар'єру (ГЕБ) [101]. Іони Ca2+ ініціюють активацію цитозольних фосфоліпаз, які збільшують викид ейкозаноїдів, приводячи до запалення. Первинне пошкодження нейронів виникає протягом декількох хвилин після перенесеної ішемії, тоді як запальна реакція, що сприяє прогресуванню патології, може тривати від кількох днів до кількох місяців [20, 37, 132]. Крім нейронів і мікроглії учасниками запалення в ішемізованому головному мозку є Т-лімфоцити, макрофаги, дендритні клітини, еозинофільні лейкоцити, які проникають через порушений ГЕБ. Головними прозапальними елементами є цитокіни, які поділяються на декілька родин: фактори некрозу пухлини TNF (tumor necrosis factor), інтерлейкіни ILs (Interleukins), інтерферони IFNs (Interferons), трофічні фактори [178]. Експериментальними дослідженнями встановлено, що рівень TNF-α, IL-1α і IL-1β різко підвищено в сенсомоторної зоні кори тварин з незворотною окклюзією загальної сонної артерії. Внаслідок підвищення рівнів прозапальних цитокінів відбувається послідовне розгортання цитокінового каскаду, збільшення продукції нейротоксичних речовин, розвивається гострофазова клітинна відповідь, активуються механізми оксидативного і нітрозативного стресів, виникає метаболіча дисфункція, що зумовлює нейродеструкцію та розвиток постінсультних неврологічних дефіцитів [105, 106, 132, 245].
Таким чином, внаслідок ішемічного інсульту ініціюються зміни в фізіологічних процесах нейротрофічності, нейропластичності і нейропротекції, що призводить до порушення функціонування нервових клітин і їхньої загибелі. Враховуючи характер змін, що відбуваються внаслідок гострої церебральної ішемії, актуальним є пошук шляхів безпечної і адекватної корекції цього стану.
1.2. Сучасна стратегія нейропротекції при ішемічному інсульті (ІІ)
Терапевтична стратегія ішемічного інсульту (ІІ) має враховувати різноманіття патогенетичних варіантів розвитку захворювання і доповнюватися впливом на біохімічні та молекулярні механізми. Напрямки диференційної терапії ІІ повинні бути спрямовані на корекцію і стабілізацію життєво важливих функцій, профілактику та лікування ускладнень, вторинну профілактику та лікування раннього повторного інсульту, ранню реабілітацію [38, 90, 94, 104].
Сучасні уявлення про каскад ішемічного пошкодження дають змогу виділити два основні напрямки патогенетичної терапії: реперфузія тканин мозку і нейропротекція. По суті, кожен етап ішемічної нейродеструкції, описаний вище, може слугувати фармакологічною мішеню для терапії ІІ [53, 143, 165]. 

Реперфузійна терапія спрямована на відновлення або посилення кровообігу в області ураження мозку. На сьогоднішній день для антитромботичної гемокоррекціїї використовують тромболітики, прямі /непрямі антикоагулянти, антиагреганти і гемодилюцію [34, 161, 165]. 

В якості тромболітичної терапії найбільш обґрунтованим і ефективним вважається внутрішньовенне введення рекомбінантного тканинного активатора плазминогена rt-PA (алтеплазе) в дозі 0,9 мг/кг протягом перших 4,5 годин від початку ішемічного інсульту. При цьому деякі дослідження підтверджують ефективність rt-PA протягом перших 6 годин [165, 209]. 
Системний тромболізис рекомендований до застосування в американських (AHA-ASA) і європейських (ESO) протоколах по введенню пацієнтів з ІІ, а також в УКПНП «Ішемічний інсульт» в Україні [108, 171]. При своєчасному відновленні перфузії (до 4,5-6 год після дебюту інсульту) функція нервових клітин в зоні пенумбри може відновитися, при надто тривалому порушенні кровопостачання клітини в зоні «ішемічної напівтіні» гинуть [20, 22, 165, 171, 209, 226]. 
Достатньо доказовий рівень в якості реперфузійної терапії має призначення препаратів ацетилсаліцилової кислоти (АСК) протягом перших 48 годин від розвитку ІІ. Проте використання АСК не є альтернативою системного тромболізису і не може призначатися одночасно з rt-PA. Однак, реперфузійна терапія не завжди забезпечує порятунок зони пенумбри, іноді навпаки спостерігається феномен реперфузійного пошкодження, що пов’язують з надходженням надлишкової кількості осмотично активної рідини і, як наслідок, розвитком вазогенного набряку мозку [108, 124, 161]. В подальшому антиагреганти (ацетилсаліцилова кислота, клопідогрель, дипіридамол) призначають через 1 тиждень після ІІ для профілактики повторних ускладнень церебрального кровообігу.

На фоні реперфузійної терапії і в подальшому відновлюючому періоді обов’язково використовують препарати нейропротектори.

Нейропротекція – це стратегія лікування, метою якої є захист клітин головного мозку від загибелі в результаті ішемії. Результатом нейропротекції має бути гальмування, переривання або попередження молекулярно-біохімічних порушень, що виникають внаслідок незворотнього ішемічного пошкодження [53, 84, 110, 143].

На сьогоднішній день нейропротекцію поділяють на первинну і вторинну. Препарати первинної нейропротекції орієнтовані на переривання механізмів швидкої некротичної гибелі нейронів внаслідок розвитку глутамат-кальцієвого каскаду. Раціональним вважається призначення цих препаратів протягом перших 3-х діб з початку ІІ, особливо в перші 12 годин. Серед препаратів первинної нейропротекції виділяють антагонисти фенциклідинового і гліцинового сайтів NMDA-рецепторів Дизолципін, Церестат, Декстрофан і GV150526, які достовірно підвищували виживаємість експериментальних тварин, але сума побічних ефектів або недостатня ефективність в клінічній фазі дослідів призупинила їх випробування. Тим не менше продовжується дослідження модуляції NMDA рецепторів при ІІ [67, 94, 114].

До препаратів первинної нейропротекції також відносяться блокатори кальцієвих каналів (німотоп) і препарати магнію, що виявляють здатність блокувати потенціалзалежні Са 2+ канали, NMDA-рецептори і перешкоджати розвитку ексайтотоксичності. Однак на сьогодні клінічно не доведена терапевтична ефективність жодного із препаратів первинної нейропротекціі, тому пошук активних сполук, що перешкоджають розвитку глутамат-кальцієвому каскаду є досить актуальним і активно розвивається [20, 21, 114].
Дія препаратів вторинної нейропротекції направлена на зменшення віддалених проявів ішемічного пошкодження. Мішенями для дії цієї групи препаратів може бути гіперпродукція NO і вільних радикалів, енергетичний дефіцит, мітохондріальна дисфункція, експресія прозапальних цитокінів, апоптоз та ін.. Вторинні нейропротектори найбільш ефективні протягом перших 7 діб і повинні призначатися через 3-6 годин після ІІ [37, 63, 94].
Для повноцінної реалізації стратегій нейропротекції необхідно використовувати комбіновану терапію препаратами односпрямованої / взаємодоповнюючої дії. Тому до складу нейропротективної терапії входять ноотропи, нейропептиди, антигіпоксанти, антиоксиданти, метаболітотропні засоби. Умовно лікарські засоби ноотропної дії поділяють на ноотропи прямої дії («справжні» ноотропи, cognitive enhancers) та нейропротектори з ноотропною дією. Дія істинних ноотропів спрямована на поліпшення когнітивних функцій: уваги, пам'яті, здатності до аналізу ситуації, прийняття рішень, орієнтації в просторі  [37, 53, 110, 114, 116, 117].
Згідно класифікації Т. А. Вороніної и С. Б. Середенина серед мнемо​тропних церебропротекторів (ноотропів) виділять наступні групи [114]:

1. Рацетами (похідні пірролідона): пірацетам, прамірацетам, оксирацетам, фенотропіл та ін., що володіють метаболітотропною дією. Комбіновані рацетами – тіоцетам, олатропіл, фезам, ороцетам;

2. Холіноміметики: попередники синтезу і вибросу ацетилхоліна (холіну хлорид, цитиколін, лецитин, фосфатидилхолін), агоністи холінергічних рецепторів (бетанехол, оксотреморин, хінуклеотиди і ін.) інгібітори ацетилхолінестерази (АХЕ) (фізостигмін, галантамін, донепезил, ертастигмін, аміридин і ін.);

3. Нейропептиди та нейротрофічні церебропротектори: церебролізин, цереброкурин, семакс, кортексин, ноопент;

4. Модулятори глутаматергічної системи: низькоафіні антагоністи поліамінного сайта NMDA-рецепторів і часткові агоністи АМРА-рецепторів (мемантин, адемол), агоністи АМРА-рецепторів (нооглютил), часткові агоністи АМРА-рецепторів, а також підвищуючі вихід норадреналину, дофамину (риталін, модафініл, донепезил), коагоністи NMDA-рецепторів (гліцин), NMDA-міметики (глутамінова кислота, D-циклосерин, мілацемід);

5. Агоністи дофамінових рецепторів: проноран;

6. Агоністи ГАМК-рецепторів: баклофен.
На сьогоднішній день родина ноотропів включає більше 10 оригінальних засобів, серед яких найбільш відомим і поширеним залишається пірацетам [39, 53, 84]. Завдяки своїм властивостями пірацетам широко застосувується в лікуванні різних когнітивних порушень, в тому числі мнестичних, що виникають внаслідок гіпоксії, інтоксикації, гострого і хронічного алкоголізму, травми, дегенеративних уражень головного мозку. Пірацетам застосовується для стимуляції розумової діяльності людини, особливо в похилому віці, для відновлення затримки розумового розвитку у дітей, лікування дизлексії, судинних захворювань (ІХС, тромбофлебіт, інсульт) і захворювань крові (анемії), а також для підвищення стійкості організму до дії екстремальних факторів, що знайшло відображення у безлічі досліджень, проведених за останні десятиліття. На сьогоднішній час лікарські препарати пірацетаму, в тому числі комбіновані, складають більшу половину номенклатури європейського ринку ноотропів, причому їх перелік постійно розширюється [61, 80, 84, 92, 109, 180].
На відміну від ноотропів, нейропротектори мають більш широкий спектр дії, при цьому безпосереднього впливу на нейрони вони не спричиняють, а створюють умови, що усувають або зменшують патофізіологічні і біохімічні порушення в нервових клітинах і підвищують їх стійкість до гіпоксії. До них відносяться [90, 96]:
· активатори метаболізму мозку: мілдронат, фосфатидилсерин, естери гопантенової кислоти, ксантинові похідні пентоксифіліну, пропентофілін, тетрагідрохіноліни і ін.;

· церебральні вазодилататори: вінпоцетин, вінкамін, ніцерголін, вінконат, віндебумол і ін.;

· селективні антагоністи кальцію: німодипін, цинаризин, флунаризин і ін.;

· антиоксиданти: мексидол, троллокс, токоферолу ацетат, токоферолу сукцинат, ексіфон, тірілазад, меклофеноксат, атеровіт, ебселен, тіотриазолін, емоксипін, цитофлавін, глутоксім;

· речовини, що впливають на систему ГАМК: аміналон (гаммалон), пантогам, фенібут (ноофен), пікамілон, натрію оксибутират;

· речовини різних груп: етимізол, оротова кислота, метилглюкооротат, оксометацил, гінкго білоба і ін.
Чим тяжчим є перебіг ішемічного інсульту, тим необхіднішою в комплексі лікувальних заходів стає комплексна патогенетична терапія, яка в ранні терміни лікування (протягом «терапевтичного вікна») включає реперфузію, комбіновану нейропротекцію, стимуляцію репаративних процесів та компоненти вторинної профілактики [24, 53, 57, 78, 79].
Цитіколін (цитидин 5-дифосфохолін) – є одним з найбільш вивчених нейропротекторів останніх десятиліть. До складу цього препарату входить рибоза, цитозин, пірофосфат і холін, що сприяють синтезу фосфатидилхоліну – головного нейронального фосфоліпіду. В умовах ІІ цитиколін гальмує активність фофоліпази А2, зменшує утворення вільних поліненасичених жирних кислот, підвищує рівень ацетилхоліну, норадреналіну і дофаміну в мозковій тканині. Цитиколін пройшов багато плацебо-контрольованих подвійних сліпих досліджень в країнах Західної Європи, США і Японії, які показали покращення відновлення неврологічних функцій у хворих в гострий період ІІ [52, 57, 77, 111, 129, 141].
Мексидол (2-етил,6-метил-3- гідроксипіридину сукцинат) виявляє антигипоксичну, мембранопротективну, ноотропну, протисудомну, анксиолітичну дію. Препарат покращує мозковий метаболізм за рахунок активації аденілатциклази і утилізації глюкози шляхом анаеробного гліколізу без утворення лактату. Мексидол пригнічує розвиток вільнорадикального перекисного окислення ліпідів (ВРО), гальмує накопичення АФК і відновлює активність ферментів антиоксидантного захисту (супероксиддисмутаза, каталаза). На нейронному рівні препарат модифікує активність бензодіазепінового рецептору ГАМКа-комплексу і підвищує рівень дофаміну. [57, 90, 116, 118, 144]. 
Ще одним перспективним нейропротектором вважають церебролізин. До складу препарату входить сума низькомолекулярних пептидів і амінокислот мозкової тканини свиней. В доклінічних дослідженнях встановлена його нейропротективна, регенеративна і нейротрофічнв дія, що підтверджується здатністю препарату зменшувати об’єм інфарктної зони і знижувати прояви неврологічного дефіциту. В деяких странах Церебролізин використовують в лікуванні хвороби Альцгеймера. Добра переносимість препарату в клінічній фазі досліджень, підвищення когнитивних і рухових функцій при гострому ІІ говорять про можливість використання церебролізину для подальшого вивчення в якості нейропротектора [24, 46, 57, 90, 111].

Завдяки значному прогресу в сфері молекулярної біології, нейрохімії, фармакології формується розуміння механізму дії і області використання нейропротекторів. Однак основною проблемою застосування цих препаратів залишається складність відтворення отриманих результатів на клінічних моделях. В наукових роботах K.W. Muir і Р.A. Teal [202] були узагальнені основні причини невдач клінічних досліджень нейропротекторов при ІІ і сформовані наступні групи:
· відсутність ефективності досліджуваного препарату;
· токсичність або непереносимість нейропротекторного препарату;
· неадекватна методологія експериментального і клінічного дослідження нейропротекції;
· відсутність рандомізації за типом інсульту, часу, початку терапії, режиму дозування, періоду оцінки результатів.

Таким чином, рішення даної проблеми полягає в пошуку нових фармакологічних мішеней для потенційних нейропротекторів і вдосконалення існуючих результатів шляхом обгрунтування і раціоналізації терапевтичних комбінацій лікарських засобів.
1.3. Участь білків теплового шоку HSP70 в механізмах ендогенної нейропротекції. Перспективність використання модуляторів HSP70
На сьогоднішній день накопичено значний обсяг інформації практично про всі ланки патологічного процесу, що запускається при ішемічному пошкодженні, однак стосовно механізмів ендогенної нейропротекції маються значні прогалини, які потребують подальшого вивчення [21].

Відомо, що у відповідь на будь-яке пошкодження в організмі відбувається активація власної системи цитопротекції. Так, ішемічне порушення кровообігу в головному мозку приводить до розвитку гіпоксичного стресу і запуску адаптаційних механізмів ендогенної нейропротекції. Численними дослідженнями встановена велика кількість внутрішньоклітинних сигнальних молекул, які впливають на виживаємість нейронів після ішемії, серед них: фактор некрозу пухлин TNF -α, ядерний фактор NF –кВ, фактор, що індукується гіпоксиєю HIF -1, індуцибельна iNOS та ін [164].

Одним з найбільш вивчених факторів цитопротекції вважають сімейство білків теплового шоку HSPs (Heat shock proteins) [217].

HSPs є еволюційно невід’ємною частиною функціонування всіх клітин, про що свідчить їх висока ступінь гомологічності та наявність у всіх існуючих організмах [49].

Вперше HSPs були виявлені у Drosophila melanogaster внаслідок інкубації в умовах підвищенних температур. Тому синтез цих білків спочатку вважався температурнозалежним процесом. Поступово в багатьох роботах відмічалося підвищення рівня і експресії HSPs на різноманітних експериментальних моделях стресу, що не залежили від температурних умов (УФ-опромінення, тяжкі метали, запалення, ішемія та ін.) [49, 69, 86, 98, 217]. 
HSPs виступають в якості внутрішньоклітинних шаперонів, які підтримують протеостаз клітин в нормі та в різних стресових умовах (гіпертермія, гіпоксия, оксидативний стрес, радіація та ін.) Відповідно до молекулярної ваги в кДа (кіло Дальтон), сімейство шаперонів розділяється на кілька груп: низькомолекулярні / малі (у тому числі HSP27 і HSP40) HSP60, HSP70, HSP90 і HSP110. Хоча загальна задача цих білків, що полягає в збережені життєдіяльності клітини залишается загальною, але функції і тканино-специфічність HSPs варіює між групами в фізіологічних і стресових умовах [86, 212, 198, 217].

Найбільшу цікавість в умовах ішемічного пошкодження мозку представляє білок HSP70, як важливий компонент системи ендогенної нейропротекції, який, в першу чергу, виконує функцію внутрішньоклітинних шаперонів і забезпечує процеси фолдінга, холдинга і транспорту синтезованих білків, а також їх деградацію, як в умовах нормоксиї, так і при стресс-індукованій денатурації [86, 147, 148]. Відомо, що до складу сімейства белків теплового шоку 70 входять: індуцибельний / стресоподібний блок HSP72 / HSP70i, конститутивний / фізіологічний білок HSP73 / HSC70, конститутивний глюкозорегулюючий мітохондріальний білок GRP75, конститутивний ендоплазматичний білок GRP73, а також індуцибельна гемоксигеназа-1 HO-1, яка бере участь в метаболізмі білірубіну [137, 149, 155, 179, 220]. Конститутивна форма HSP70 присутня однаково в усіх субклітинних компарментах і бере участь в роботі систем життєзабезпечення клітин в умовах нормоксиї. Навпаки, індуцибельна форма HSP70 з’являється в клітинах у відповідь на стрес, в тому числі і при ішемічному інсульті [9, 86, 137, 149, 155, 179, 184, 198, 217]. 
У першу чергу, HSP70 розглядається як білок-шаперон, що забезпечує потужний протеостаз клітин. Шаперонна функція HSP70 полягає во взаємодії з пошкодженими, денатурированними, вперше синтерированними білками з наступним визначенням їх долі [147]. Поява і накопичення в клітині пошкодженних білків збільшує експресію HSP70. Після термічного пошкодження, яке викликає денатурацію всіх білків, концентрація HSP70 може становити до 20% від усіх цитоплазматичних білків. Дія HSP70 призводить до формування термотолерантності – феномену адаптації до дії підвищенних температур та збільшення температурного порогу чутливості за рахунок стабілізації білкових молекул з допомогою HSP70 при первісному, менш сильному нагріванні [212]. Білки HSP70 необхідні для відновлення і виживання клітин в стресових умовах, їх кількість коррелює із тяжкісттю перебігу різних патологічних станів, таких як: ішемія, запалення, аутоімунні процеси, злоякісні пухлини, бактеріальні та вірусні інфекції, нейродегенеративні захворювання [49, 181, 182]. Участь HSP70 в механізмах холдингу, фодлингу и рефолдінгу неправильно зібраних білків, а також дезагрегації і елімінації денатурованих білків, що накопичуються в умовах стресу, забезпечує захист мембран органел, перед усім мітохондрій, і самих клітин від пошкоджень [10, 133, 148, 198].

Структура HSP70 представляє собою димер, що містить консервативний N-термінальний АТФ-залежний домен і С-варіабельний домен, що взаємодіє з поліпептидами. Для підтримки шаперонної активності HSP70 необхідна наявність ко-шаперонів HSP40 і HSP10, які презентують гідрофобні ділянки білків і регулюють обмін АТФ/АДФ. Комплекс HSP70 / HSP40 забезпечує складання de novo синтезованого білкового ланцюга, його транспортування в клітинні органели та наступний рефолдінг, попереджуючи міжбілкову агрегацію, підтримуючи активність поліпептидів і деградацію тих білкаів, які не підлягають відновленню [10, 49, 127, 184, 198]. 
У відповіді на ішемію реєструеться різке зростання рівня HSP70, при цьому його найбільша концентрація спостерігається в життевоважливих частинах клітин: ядерному, навколоядерному просторі, мітохондріях, ендоплазматичному ретикулумі, що свідчить про важливість шаперону70 у захисті від загибелі [137, 222]. По мірі відновлення роботи ядерних прерибосом концентрація HSP70 в ядрі зменшується і підвищується в цитоплазмі клітин. Таким чином, рівень HSP70 може розглядатися в якості маркеру клітинного та тканинного пошкодження. Гіперпродукція в клітинах HSP70 інгібує розвиток аутофагії, як альтернативний, більш «радикальний» механізм клітинної відповіді на стрес [155, 164, 192, 207, 222].
Науковими роботами останніх років встановлена пряма цитопротекторна дія HSP70, яка реалізується шляхом регулювання процесів апоптозу і некрозу клітин. HSP70 гальмує мітохондріальний і цитоплазматичний шлях апоптозу. Так, HSP70 пригнічує перехід прокаспази 9 в активну каспазу 9 і порушує формування апоптосоми в цитоплазмі клітин. На тлі гіперекспрессіі HSP70 підвищується рівень антиапоптичного білку Bcl-2, який перешкоджає виходу цитохрому с з мітохондрій і транслокації фактору, що індукує апоптоз (AIF) в ядро, що попереджає апоптоз клітин. Білок HSP70 інгібує TNFα-індукований апоптоз, а також ефективно пригнічує розвиток Fas- і TRAIL- (TNF-related apoptosis-inducing ligand) опосередкований апоптоз в різних типах клітин. Накопичення в клітинах HSP70 збільшує стійкість останіх до стауроспоріну, доксорубіцину – відомих індукторів апоптозу [20, 49, 164, 192, 207].
Відомо, що ішемія призводить до розвитку локального запалення, яке збільшує зону пошкодження мозку. У даній ситуації HSP70 блокує активацію запального фактору транскрипції NF-kB і пригнічує його цитокінопосередковану транслокацію в ядро [177]. У моделях ішемії in vitro і in vivo HSP70 пригнічує вироблення прозапальних цитокінів (TNF-α, IL-6), пригнічує активність матричних металопротеїнкіназ (ММР) та індуцибельної синтази оксиду азоту (iNOS) [155, 189]. Встановлено, що HSP70 в культурі астроцитів на тлі ішемії пригнічує проапоптичні Jun N-термінальні кінази (JNK) і p38 мітоген активуючу протеїнкіназу (MAPK), порушуючи сигнальний шлях апоптозу [134]. В роботах J. Lee і Z. Zheng був продемонстрований прямий взаємозв’язок між рівнем експресії HSP70 і TNFα, iNOS в мікроглії, і ММР-9 в астроцитах. Відповідно, це ще один механізм дії HSP70 спрямований на зменшення розмірів ішемічного пошкодження за рахунок деградації зовнішньоклітинного матриксу[13, 155, 181, 188, 189].
На багаточисельних моделях ішемічного пре- і посткондиціювання встановлена важлива роль HSP70 в активації ендогенних еволюційно набутих генетично-детермінованих механізмів захисту головного мозку. Встановлено, що короткочасна ішемія індукує синтез HSP70 і значно підвищує стійкість тканин головного мозку і міокарду до наступної довготривалої ішемії [64, 119, 123, 203, 222, 235].
Різні види клітинного стресу можуть призвести не тільки до збільшення внутрішньоклітинного вмісту HSP70. У ряді випадків стрес індукує процеси транслокації HSP70 на плазматичну мембрану і / або вивільнення цих білків в позаклітинний простір, що призводить до формування позаклітинного пулу цих білків, що вільно циркулюють в організмі. Вперше факт вивільнення HSP в позаклітинний простір був зафіксований при дослідженні нервових клітин. Було доведено, що HSP можуть вивільнятися з клітин глії [21, 181, 207].
Позаклітинний HSP70 грає роль медиатору в процесах міжклітинних взаємодій і транспорту білків. Після вивільнення HSP70 в позаклітинний простір він можє зв'язуватися з клітинної поверхнею по аутокринному або паракринному механізму. Альтернативний механізм клітинної взаємодії за участю HSP70 може бути пов'язаний з мембранними везикулами, що містять HSP70. Ці везикули можуть вивільнятися з клітин і потім поглинатися іншими клітинами за рахунок злиття мембран або за допомогою рецепторної взаємодії. В одній з перших робіт на цю тему описано, що після вивільнення HSP70 з глії в позаклітинний простір він поглинається навколишніми нейронами в аксональній області. Різноманітність рецепторів, що взаємодіють з HSP70 або опосередковано активуються за участю HSP70, вказує на те, що ці білки взаємодіють з безліччю типів клітин і виконують цілий комплекс функцій поза клітини [207].

В останні роки з'явилося багато інформації про важливість позаклітинного HSP70 в регуляції запального процесу, що виникає у відповідь на пошкодження. В результаті загибелі клітин, HSP70 виділяється в позаклітинний простір і виконує роль сигнальної «молекули небезпеки», взаємодіючи c TLR2 і TLR4 рецепторами макрофагів, гліальних і дендритних клітин. Взаємодія з Toll-подібними рецепторами призводить до активації 
NF-kB, в результаті чого активується експресія прозапальних цитокінів та iNOS [49, 155, 157, 227]. 
В багатьох роботах, присвячених вивченню механізмів ендогенної нейропротекції в умовах ішемії спостерігається відновлення роботи глутатіонової ланки тіол-дисульфідної системи на тлі підвищення рівня HSP70, а введення екзогенного HSP70 призводить до збільшення функціональної активності глутатіонової системи в ішемізованих нейронах експериментальних тварин [10, 72, 99, 170]. Таким чином, HSP70 білки в умовах ішемії мобілізують антиоксидантні ресурси в нейронах за рахунок збільшення рівня як цитозольного, так і мітохондріального пулу відновленого глутатіону [72]. 
Таким чином, в багаточисельних дослідженнях останіх років відмічається важлива роль HSP70 в реалізації механізмів метаболічної адаптації, нейропластичності і нейропротекції клітин головного мозку, що дає змогу презентувати HSP70 в якості перспективної мішені для препаратів нейропротеторної дії [13, 21, 23, 31, 103, 181, 182, 230].
Аналіз літературних даних дозволив виділити кілька різноспрямованих фармакологічних препаратів і речовин, які потенційно можуть модулювати систему білку HSP70.

Тамоксифен ((Z)-2-[4-(1,2-Дифеніл-1-бутеніл)фенокси]-N,N-диметил​етанаміну цитрат). Даний препарат належить до групи селективних модуляторів естрогенових рецепторів (SERM), і, в залежності від дози, може вивляти як агоністичну, так і антагоністичну дію. Естрогенові рецептори (ЕР) поділяють на α і β та відносять до родини ядерних транскрипційних факторів. Обидва типа рецепторів естрогену представлені в усіх клітинах головного мозку: в адрено-, ГАМК-, холіно- і серотонинергічних нейронах, а також у глії. Кількість ЕР-β більша в корі і гіпокампі, а ЕР-α в області зубчатої звивини. В стані спокою вони не виявляють біологічної активності і знаходяться у зв’язку з білками (HSP70, HSP90, АР-1 та ін.) В результаті зв’язування ліганду з рецептором відбувається конформація останього з наступним вивільненням білків із комплексу ЕР-білок, що відкриває доступ до участків зв’язування на рецепторі для кореляторів транскрипції і димеризації [88, 233].
Тамоксифен є нестероїдним препаратом, що застосовується в ад’ювантній терапії раку молочної залози. Взаємодія тамоксифену з етрогеновими рецепторами призводить до зміни тривимірної конформації останніх, що транформує транскрипційні кофактори. Також результати дослідженнь останніх років підтверджують пряму нейропротективну дію препарату на різних моделях пошкодження головного мозку, а його висока ліпофільність сприяє високій проникності через гематоенцефалічний бар'єр. Так, дослідженнями встановлена здатність тамоксифену пригнічувати nNOS, опосередковано через кальмодулін, що зменшує продукцію NO і накопичення його пошкоджуючого продукту пероксинітриту [87, 208, 233]. Крім того, тамоксифен зменшує вивільнення ексайтотоксічних амінокислот і виступає в якості скавенджера вільних радикалів, попереджаючи перекисне окислення ліпідів. Тамоксифен зменшує локальне запалення тканин головного мозку, що ініціюється микроглією і астроцитами. Отримані результати досліджень обґрунтовують перспективність вивчення модуляторної активності тамоксифену по відношенню до білку HSP70 [85, 87, 88]. 
Мелатонін (N-ацетил-5-метокситриптамін) є природним гормоном епіфізу, а також синтезується багатьма екстрапінеальнимі клітинами: сітківки, нирок, кишечнику, яєчників, ендометрію, глією, астроцитами, лімфоцитами, тромбоцитами та ін. Субстратом для синтезу мелатоніну служить серотонін, який синтезується з триптофану. Основна функція мелатоніну полягає в регуляції циркадних ритмів організму, тому найбільша концентрація гормону відзначається у вечірні години і призводить до зменшення емоційної напруги, зниження температури тіла, розвитку сну. За рахунок зменшення секреції гонадотропних гормонів, тиреотропіну, кортикотропіну, соматотропіну і збільшення вмісту серотоніну і ГАМК мелатонін нормалізує циркадні ритми, підвищує розумову і фізичну працездатність, зменшує прояви стресових реакцій [7, 40, 91, 215]. 
В організмі виявлені кілька підтипів мелатонінових рецепторів: мембранні MTNR/МТ і ядерні RZR/ROR. Щільність МТ1 рецепторів найбільша на клітинах передньої долі гіпофізу і супрахіазмальних ядрах гіпоталамусу і їх активація асоційована з сомногенною дією мелатоніну. МТ2 рецептори в великій кількості виявлені в різних структурах мозку, легенів, сітківки і залучені в процеси синхронізації організму, формування емоцій, болю, нейродегенерації [193]. Активація ядерних RZR/ROR рецепторів забезпечує іммуномодулюючу і протипухлинну дію мелатоніну [7, 174].
На даний момент мелатонін розглядається як універсальний цитопротектор при патологіях головного мозку і серцево-судинної системи. Він має антиоксидантну, імуномодулюючу, протиішемічну, протиапоптичну, нейрорегенеративну дію [39, 41, 58, 156, 186, 195, 223, 243].

Хімічна структура мелатоніну дозволяє йому виконувати роль «пастки» для вільних радикалів, гіперпродукція яких обумовлює пошкодження клітин при ІІ [162, 215, 223, 232]. Найбільша активність мелатоніну встановлена відносно системи оксиду азоту. За рахунок пригнічення nNOS і зв'язування NO, мелатонін знижує рівень цитотоксичного пероксинітриту і інших інтермедиатів кисню [224]. Введення мелатоніну підвищує активність антиоксидантних ферментів: СОД, каталази і глутатіонпероксидази ГПО, що зменшує вираженість оксидативного стресу і обсяг ушкодження мозкових структур [58, 139, 160, 195]. У дослідах in vivo на моделі церебральної ішемії встановлена здатність мелатоніну відновлювати мнестичні функції, що пов’язують з його синаптотропною дією, яка реалізується за рахунок відновлення проведення сигналів в дофамінергічних, холінергічних і ГАМК-ергічних синапсах [71, 139, 174, 185, 214, 223]. Антиапоптичні властивості мелатоніну можуть бути пов'язані з підвіщенням експресії в нервовій тканіні білків-інгібіторів апоптозу з сімейства Bcl-2 і HSP70, а також з пригніченням активності ключових ферментів апоптозу з сімейства каспаз [131, 185]. Перспективність застосування мелатоніну в якості нейропротектору також обумовлена його високою проникністю через гематоенцефалічний бар'єр і низькою токсичністю [25, 214, 223]. 

Фактор теплового шоку 1 (Heat shock factor-1, HSF-1) є основним регулятором транскрипції клітинної відповіді на різні види стресових станів (гіпертермія, гіпоксія, радіація, тяжкі метали та ін.) [204]. При відсутності стресу HSF-1 знаходиться в неактивному стані у вигляді мономеру, з'єднаного з HSP. Активація транскрипційної активності HSF-1 є редокс-залежним процесом. В результаті оксидативного стресу відбувається накопичення денатурованих білків, що служить сигналом для дисоціації комплексу HSF1/HSP [200, 228, 241]. Останній, виконуючи функцію шаперону, відновлює пошкоджені поліпептидні ланцюги або забезпечує їх протеасомну деградацію. У свою чергу HSF-1 гомотримеризується і направляється в ядро, де, з'єднуючись з регуляторними елементами теплового шоку (HSE) в промоторних областях ДНК, запускає процес транскрипції генів Hsp [211]. Підвищена експресія HSP триває доти, поки їх кількість не буде достатньою для блокування HSF-1 [203].

Окрім регуляції системи HSP, фактор теплового шоку 1 бере участь в експресії багатьох генів в нормальних умовах життєдіяльності клітини і регулює процеси метаболізму вуглеводів, сплайсингу РНК, апоптозу, убіквітинилювання і деградації білків, детоксикації, транспорту малих молекул і внутрішньоклітинного сигналінгу [200, 204, 206, 225].
В останніх роботах, що були присвячені фактору теплового шоку-1 виявлена здатність HSF-1 захищати нейрони через HSP-незалежні механізми, при цьому HSF-1 не потребує попередньої тримеризації для виконання нейропротеторної функції. [211, 231, 241]. Отримані дані підтверджують перспективність подальшого вивчення механізмів нейропротективної дії HSF-1 [204, 231].
Глутамін відноситься до найбільш поширених вільних амінокислот в організмі і метаболізується практично у всіх тканинах. Дана амінокислота синтезується в організмі de novo ферментом глутамінсинтетазою (GS), але в умовах пошкодження клітин виникає гострий дефіцит глутаміну, що визначає його як умовно-незамінну амінокислоту [66, 73, 146].

Глутамін є важливим учасником метаболічних процесів, енергопродукції, проліферації, антиоксидантного захисту. Так, глутамін забезпечує транспорт азоту і служить джерелом вуглецю. В результаті гідролізу з глутаміну вивільняється аміногрупа, яка використовується в реакціях трансамінування, в тому числі, синтезі аспарагінової кислоти, аланіну, фосфосерину. Азот глутаміну є учасником синтезу пуринових і піримідинових основ, необхідних для проліферації клітин і синтезу білків. В результаті внутрішньоклітинного окислення глутаміну утворюється АТФ, що має особливу цінність в умовах дефіциту глюкози і кисню в мозковій тканині [73, 150, 151, 153, 183, 213, 234, 237, 239].

Глутамин є попередником двох нейротрансмітерів: глутамінової кислоти і гамма-аміномасляної кислоти, а також використовується в якості субстрату для синтезу глутатіону GSH [126, 130, 152, 154, 173, 221, 229]. В свою чергу GSH підтримує внутрішньоклітинний редокс-потенціал за рахунок регуляції редокс-залежного сигналінгу і активності транскрипційних факторів, а також, за рахунок антиоксидантної активності, стабілізує мембрани і підвищує трансмембранний потенціал клітин [140, 199, 218, 238, 244]. В багатьох роботах звертається увага на тісний взаємозв’язок між концентрацією глутатіону і активністю роботи шаперонної системи, в першу чергу, HSP70 [191, 194, 196]. З огляду на вищесказане, вивчення механізмів впливу глутаміну в якості нейропротективного засобу є надзвичайно актуальним [6, 145, 197].
Аналізуючи інформацію літературних джерел, можливо зробити висновок, що проблема підвищення ефективності лікування ішемічного інсульту залишається високо актуальною. Основним напрямком в вирішенні задачі боротьби з ішемічним пошкодженням вважається ендогенна нейропротекція, механізми якої призводять до підвищення стійкості клітин головного мозку за рахунок активаціїї власних механізмів адаптації. В цьому світлі особливий інтерес представляють білки-шаперони HSP70, які в умовах ішемічного стресу обмежують агрегацію і денатурацію білків, підтримують активність ферментів, підвищують антиоксидантний потенціал. 
Таким чином, проведений аналіз літературних даних обумовлює перспективність і доцільність дослідження обраних препаратів і речовин з метою встановлення механізмів нейропротекторної дії, що обумовлена впливом на експресію білку теплового шоку HSP70. 
Розділ 2. Матеріали та методи дослідження
2.1. Об’єкт та предмет дослідження

Об’єкт дослідження: HSP70-опосередковані механізми ендогенної нейропротекції/нейродеструкції головного мозку при гострому порушенні мозкового кровообігу.

Предмет дослідження: корекція порушень механізмів ендогенної нейропротекції в умовах гострої ішемії головного мозку за допомогою тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну.

2.1.1. Характеристика лабораторних тварин
Експериментальна частина роботи була виконана на 250 статевозрілих щурах лінії Вістар масою 180-230 г, 40 чотирьохтижневих щурятах. Експериментальні тварини були отримані з ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України». Тривалість карантину (акліматизаційного періоду) для всіх тварин становила 14 днів. Тварин, які не відповідають критеріям, було виключено з дослідження під час карантину. Тварини перебували на стандартному раціоні харчування при природній зміні дня та ночі. Температура повітря підтримувалася в межах 19-25 °С, відносна вологість – 50-70%, що реєструвалося щодня [60, 120]. 

Всі експериментальні дослідження здійснювалися відповідно до вимог Європейської конвенції щодо захисту хребетних тварин (м. Страсбург, 18.03.1986 р.), Директив Ради Європейського економічного співтовариства щодо захисту хребетних тварин (м. Страсбург, 24.11.1986 р.), Статуту Української асоціації біоетики та норм, методичних рекомендацій ДФЦ МОЗ України, “Положення про використання тварин в біомедичних дослідженнях” [54, 59]. Протоколи досліджень і їх результати затверджені рішенням Комісії з біоетики ЗДМУ (протокол № 4 від 5 березня 2019 р.)
Всі експерименти проведені на базі Навчального медико-лабораторного центру ЗДМУ, атестованому МОЗ України (свідоцтво про реєстрацію № 033/18 від 26.12.2018, чинне до 25.12.2023р.).
2.1.2. Перелік використаних засобів
В експериментальних дослідженнях застосовували наступні тест-зразки:

1.
Тамоксифен («Тамоксифен-здоров’я», Тamoxifen citrate, (Z)-2-[4-(1,2-дифеніл-1-бутеніл)-фенокси]-N,N-диметилетанамін) – виробник ТОВ “Фармацевтична компанія “Здоров’я”.
2.
Мелатонін («Віта-Мелатонін», Melatonin, N-ацетил-метокситриптамін) – виробник ПАТ «Київський вітамінний завод».
3.
Глутамін (L-Glutamine, 2-амінопентанамід-5-ова кислота) виробник Sigma-Aldrich, США.
4.
HSF-1 (Heat Shock Factor-1) – виробник Sigma-Aldrich, США.
5.
Пірацетам (Piracetam, 2-(2-оксопірролідін-1-іл)ацетамід) – виробник ЗАТ НВЦ «Борщагівський хіміко-фармацевтичний завод».
6.
Мексидол (етилметилгідроксипіридин сукцинат) – виробник ТОВ Медичний центр «Еллара»,Росія.
Тест-зразки вводили в ефективних дозах, що були отримані з літературних джерел або встановлені експериментально на моделі гострої церебральної ішемії. У дослідах in vitrо тест-зразки вводили в суспензію нейронів. У дослідах in vivo тест-зразки вводили внутрішньочеревинно або внутрішньошлунково за допомогою металевого зонду 1 раз на добу, починаючи з першого дня моделювання гострої церебральної ішемії, у нищезазначених дозах впродовж перших 4 діб гострої церебральної ішемії (гострий період). Для отримання однорідної суспензії для внутрішньошлункового введення таблетованих форм, використовували розчин Твіну-80 (PANREAC, Іспанія). Контрольна група тварин в тому ж режимі одержувала фізіологічний розчин з додаванням Твіну-80.
2.2. Структура дослідження
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Рис. 2.1. Схема експериментального дослідження.
Дослідження in vitro (рис. 2.1) проводили в нейрональній суспензіі головного мозку щурят лінії Вістар, яку отримували шляхом диференційного центрифугування в градієнті 30 % фікола, 1,2М і 1,65М сахарози на рефрежераторній цетрифізу SIGMA 3-30K (Німеччина) при t +4 0 C, 15 хв. Глутаматну ексайтотоксичність моделювали шляхом внесення цитотоксичної концентрації глутамата (100 мкМ) [113]. Після внесення ініціюючого агента проби інкубували 15, 30 і 60 хв. Для визначення нейропротективної активності досліджуємих тест-зразків їх вносили в відповідні групи перед моделюванням глутаматної ексайтотоксичності. Формували наступні групи:

1. Інтактна нейрональна суспензія (n=10)

2. Контрольна нейрональна суспензія з глутаматом (100мкМ) (n=10)

3. Нейрональна суспензія з глутаматом (100мкМ) + тамоксифен (10-5 М) (n=10)

4. Нейрональна суспензія з глутаматом (100мкМ) + мелатонін (10-5 М) (n=10)

5. Нейрональна суспензія з глутаматом (100мкМ) + HSF-1 (10-5 М) (n=10)

6. Нейрональна суспензія з глутаматом (100мкМ) + глутамін (10-5 М) (n=10)

7. Нейрональна суспензія з глутаматом (100мкМ) + мексидол (10-5 М) (n=10)

Після інкубації визначали основні маркери оксидативного стресу (АФГ, КФГ, нітротирозин), активність антиоксидантної системи (СОД), стан тіол-дисульфідної системи (глутатіон відновлений, глутатіон окислений, глутатіонредуктаза, глутатіонSтрансфераза), рівень HSP70. Методики визначення наведені нижче.
Дослідження in vivo (рис. 2.1) проводили на моделі гострого порушення мозкового кровообігу (ГПМК) по типу ішемічного інсульту, яку відтворювали шляхом двосторонньої незворотною оклюзії загальних сонних артерій у експериментальних тварин під тіопенталовим наркозом (40 мг / кг). Досліджувані препарати (тамоксифен, мелатонін, HSF-1, глутамін) і референс-препарат пірацетам вводили щодня протягом 4 діб (гострий період ішемії). Окремо була сформована група умовнооперованих тварин, яким були виконані всі етапи оперативного втручання, але без перев'язки загальних сонних артерій.
Рандомізація тварин на експериментальні групи:

1. Умовнооперовані тварини (УО) (n=10);

2. Лабораторні тварини з ГПМК (контроль) (n=40);

3. Лабораторні тварини з ГПМК з введенням тамоксифену (1 мг/кг) [85] (n=10);

4. Лабораторні тварини з ГПМК з введенням мелатоніну (5 мг/кг) [139] (n=10);

5. Лабораторні тварини з ГПМК з введенням HSF-1 (200 мкл/кг) (n=10);

6. Лабораторні тварини з ГПМК з введенням глутаміну (25 мг/кг) [244] (n=10);

7. Лабораторні тварини з ГПМК з введенням референс-препарату пірацетаму (500 мг/кг) [180] (n=10).
Щодня протягом 4 діб у кожної тварини оцінювали вираженість неврологічного дефіциту в балах за шкалою stroke-index C. P. McGrаw, враховували загибель і розраховували відсоток летальності тварин в кожній групі. Тварин виводили з експерименту під тіопенталовим наркозом (40 мг/кг) шляхом декапітації, вилучали біологічний матеріал (півкулі головного мозку) для наступних досліджень [113].

2.3. Методи дослідження

2.3.1. Фармакологічні методи дослідження
Кожен день протягом 4 діб у тварин оцінювали прояви неврологічного дефіциту згідно шкали stroke-index C. P. McGrаw з нашою модифікацією [113]. Тяжкість стану реєстрували за сумою балів: легкий ступінь – до 3 балів, середній ступінь – від 3 до 7 балів, тяжкий ступінь вище 7 балів. (таб. 2.1)
Смертність тварин розраховували після виходу з наркозу в кожній групі і представляли в вигляді відсотка до цієї групи і у абсолютному значенні. Порівняння груп за якісною ознакою проводили з використанням критерію χ² з аналізом таблиць спряженості. Тварини, що загинули під час операції або не вийшли з наркозу не враховувалися.
Таблиця 2.1

Шкала stroke-index C. P. McGrаw
	Неврологічний симптом
	stroke-index

	1
	2

	Настовбурчена шерсть або тремор
	1,0

	Гіперактивність
	1,0

	Відсутність рухів
	1,0

	Нахил голови вправо-вліво (П-Л)
	3,0

	Напівптоз (праве-ліве-обидва)
	2,0

	Птоз (праве-ліве-обидва)
	3,0

	Парез 1-4 кінцівки
	2,0-5,0

	Параліч 1-4 кінцівки
	3,0-6,0

	Кругові рухи (кружіння)
	3,0

	Судоми тонічні і клонічні
	2,0

	Кома
	6,0

	Смерть
	10,0


2.3.2. Біохімічні методи дослідження
Отримання нейрональної суспензії. Використовували головний мозок здорових білих щурят. Після декапітаціі з матеріалу виділялась зона кори головного мозку, подрібнювалась і поміщалась в буфер, що складався з 7,5% полівінілпіролідону (ПВП), 1% бичачого сироваткового альбуміну (БСА) та 10 ммоль/л СаСl2 [113]. 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% бичачого сироваткового альбуміну, і центрифугували при 60 000 g 30 хв (t +10°С) в центрифузі SIGMA 3-30K [113]. У результаті центрифугування отримували два шари і щільний осад. Верхній шар – залишки мієлінових оболонок, другий шар – гліальні і нейрональні клітини, осад – тіла 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 домішками нейроглії і капілярів, суспендували в розчині 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) [113]. Отриману таким чином нейрональну суспезію розділяли на серії і індукували розвиток глутаматної «ексайтотоксичності» шляхом внесення 100мкМ глутамату [50, 113]. Серії інкубували протягом 1 год при 37oС.
Підготовка проб. Півкулі головного мозку експериментальних тварин поміщали на лід і виділяли зону кори і гіпокампу, подрібнювали в рідкому азоті до порошкоподібного стану. Виділені фрагменти гомогенізували на холоді (+2°С) в буферному середовищі, що містить сахарозу – 250 ммоль, трис-HCl-буфер – 20 ммоль, ЕДТА – 1 ммоль (рН 7,4). Кількість буферу розраховували виходячи із співвідношення 1 частина тканини / 10 частин буферного середовища. Отриманий гомогенат тканин диференційно центрифугували за допомогою рефрижераторної центрифуги «Sigma 3-30k» (Німеччина) при 14000g 20 хв, +4оС. В результаті отримували цитозольну і мітохондріальну фракцію тканин головного мозку, які аліквотно поділяли і зберігали при -70°С [50, 113].
Безбілковий екстракт отримували щляхом додавання до точної кількості гомогенату тканини мозку хлорної кислоти, з наступною нейтралізацією розчином калію карбонату (5 М).

Інтенсивність оксидативного стресу визначали по накопиченню маркерів пошкодження білків – альдегідфенілгідразонів (АФГ) і кетонфенілгідразонів (КФГ) [113], що утворюються внаслідок взаємодії окислених амінокислотних залишків з 2,4-динітрофенілгидразином (2,4-ДНФГ).Оптичну щільність вимірювали при довжині хвилі 270 нм (АФГ) и 363 нм (КФГ). Вміст АФГ і КФГ відображали в у.о./г білку. Всі спектрофотометричні вимірювання в даному випадку і наступних вимірах проводили на спектрофотометрі Libra S 32 PC.
Активність антиоксидантної системи визначали по супероксиддисмутазі (СОД) і за станом тіол-дисульфідної системи.

Для визначення активності СОД використовували спектрофотометрич​ний метод Чеварі і співавт. Принцип методу полягає в реакції конкурування ферменту з нітросинім тетразолієм НСТ за супероксидрадикали, в результаті кількість відновленого НСТ знижується. Активність СОД вираховували за відсотком гальмування відновлення НСТ при довжині хвилі 540 нм. Активність СОД виражали в у. о./мг білку/хв [112].
Визначення відновленого і окисленого глутатіону проводили флуориметрично при Ех/Еm = 340/420 нм по реакції з орто-фталевим ангидридом на флуориметрі Quantech [113].
Визначення активності глутатіонредуктази (ГР) проводили спектрофотометрично при довжині хвилі 340 нм за швидкістю окислення НАДН. Активність ферменту виражали в мкмолях/г т білка/хв [113].

Визначення активності глутатіон-S-трансферази проводили спектрофотометрично при довжині хвилі 340 нм за швидкістю утворення глутатіон-S-кон’югатів між глутатіоном відновленим і 1-хлор-2,4-динітробензолом (ХДНБ). Активність ферменту виражали в ммолях/хв/мг білка [113].

В якості показників енергетичного метаболізму головного мозку визначали рівень аденілових нуклеотидів (АТФ, АДФ, АМФ), пірувату, малату, лактату, активність малатдегідрогенази (МДГ).

Визначення аденілових нуклеотидів проводили методом тонкошарової хроматогріфії, в якості рухливої фази використовувалась система розчинників діоксан-ізопропанол-вода-амоніак (4:2:4:1) з наступним кількісним визначенням спектрофотометрією при довжині хвилі 260 нм [62, 113]. За отриманими даними були обчислені наступні характеристики енергетичного обміну:

1. Енергетичний заряд (ЕЗ): ЕЗ= (АТФ+1/2АДФ)/(АТФ+АДФ+АМФ);

2. Енергетичний потенціал (ЕП): ЕП=АТФ/АДФ;

3. Індекс фосфорилювання (ІФ): ІФ=АТФ/(АДФ+АМФ);

4. Термодинамічний контроль дихання (ТКД): ТКД=АДФ/АМФ.

Рівень пірувату проводили методом Цоха-Лампрехта, який ґрунтується на НАДН-залежному відновленні пірувату до лактату під дією лактатдегідрогенази. Вимірювання проводили при довжині хвилі 340 нм по зменшенню кількості НАДН. Кількість пірувату виражали в мкМ/г білку [113].

Кількісне визначення малату проводили по методу Хохорста. Принцип метода полягає в перетворені малата на щавелевооцтову кислоту під дією малатдегідрогенази в гідразин-гліциновому буфері з паралельним еквімолярним відновленням НАД+ до НАДН. Спектрофотометричне визначення збільшення НАДН проводили при довжині хвилі 340 нм. Кількість малату відображали в мкМ/г білку [113].

Визначення лактату проводили по методу Хохорста з використанням лактатдегідрогенази, яка перетворює лактат в піруват в присутності НАД+ в середовищі гідразин-гліцинового буфера. Утворення НАДН еквімолярне кількості окисленого лактату. Спектрофотометричне вимірювання НАДН проводили при довжині хвилі 340 нм. Кількість лактату відображали в мкМ/г білку [113].

Активність НАД-залежної малатдегідрогенази вивчали за зміною швидкості відновлення НАД в інкубаційному середовищі при насичених концентраціях субстратів і кофакторів [113]. Вимірювання проводили одразу після додавання 0,1 мл проби (Е1) і через 3 хв (Е2) при довжині хвилі 340 нм. Активність ферменту виражали в нмоль/хв*мг білку.
Рівень загального білку в пробах визначали по методу Лоурі [236]. Принцип метода полягає в відновлені Cu2+ до Cu+ пептидними зв’язками. Одновалентний іон купруму взаємодіє з реактивом Фоліна з утворенням гетерополімолібденової сині з максимумом оптичного поглинання 660 нм. Концентрацію загального білку виражали в мкг/мл.
2.3.3. Метод вестерн- блот аналізу

Концентрацію HSP70 визначали в цитоплазматичній фракції головного мозку методом Вестерн-блот аналізу [85, 113]. 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 закінчення розподілення.

Трансфер білку на нітроцелюлозну мембрану проводили при напрузі 100 V і силі струму 0,35 А протягом 1 години. Після перенесення мембрану занурювали в блокуючий буфер, що містить 1% розчин бичачого сироваткового альбуміну (SIGMA, USA, кат. № А2153) на добу. Потім мембрану поміщали в розчин первинних антитіл (Monoclonal Anti-HSP70 antibody, Sigma) 1:5000, інкубували 2 години при кімнатній температурі. Після промивання в шейкері 0,1 М фосфатним буфером, мембрану поміщали в розчин вторинних антитіл (biotinylated anti-mouse lgG, Sigma, кат. №В6398) 1:2,500 на 1 годину при кімнатній температурі. Після промивання в шейкері 0,1 М фосфатним буфером, мембрану поміщали в розчин екстравидинпероксидази (ExtrAvidin Peroxidase, Sigma, кат. №Е8386) 1:250 в блокуючому буфері і інкубували протягом 1 години. Візуалізацію результатів проводили в розчині, що складався з: 1 таблетки 3-аміно-9-етилкарбазолу (Sigma, USA, кат. № а6926), 2,5 мл ДМФА, 47,5 мл 0,05М ацетатного буферу, рН 5,0, 25мкл 30% Н2О2. Інкубували мембрану в субстратній суміші 5-10 хв. Червоний нерозчинний преципітат характеризує комплекс антиген-антитіло в блоті. Мембрану промивали дистильованою водою і висушували між листами фільтрувального паперу в потоці холодного повітря. Детекцію білку HSP70 здійснювали за допомогою денситометрії в програмі Adobe Photoshop [113].
2.3.4. Iмуноферментні методи дослідження

Принцип метода грунтується на твердофазній ензимозв’язаній імуносорбції, за принципом «сандвічу». Інтенсивність нітрозативного стресу визначали в цитоплазматичній і мітохондріальній фракції головного мозку по маркеру нитротирозину, використовуючи набір ELISA Kit “Hycult biotechnology” (Нідерланди). Вимірювання проводили на повноплашковому імуноферментному аналізаторі (SIRIO S, Італія). Концентрацію нітротирозину виражали в нмоль/г білку.

Рівень білку теплового шоку HSP70 визначали в цитоплазматичній і мітохондріальній фракції головного мозку імуноферментним методом, використовуючи набір AMP'D® HSP70 high sensitivity ELISA kit, Enzo (Швеція). Концентрацію HSP70 виражали в нг/мл.
2.3.5. Методи молекулярно-генетичного дослідження

Експресію генів Hsp70, Hif-1α, Hif-3α визначали методом полімеразної ланцюгової реакції зі зворотною транскрипцією в режимі реального часу (ЗТ-ПЛР).

Виділення тотальної РНК зі зразків проводили з використанням набору «Trizol RNA Prep 100» («ІЗОГЕН», Росія), до складу якого входять Trizol reagent та ExtraGene Е. Для зворотної транскрипції (синтез к ДНК) використовували «Набір реагентів для проведення зворотної транскрипції (ОТ-1)» («СИНТОЛ», Росія).Для визначення рівня експресії досліджуваних генів використовували ампліфікатор CFX96™Real-Time PCR Detection Systems («Bio-Rad Laboratories, Inc.», США) і набір реактивів для проведення ПЛР-РЧ в присутності SYBR Green R-402 («СИНТОЛ», Росія).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. 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). Усі реакції ампліфікації виконували на індивідуальних зразках у трьох повторах.
2.3.6. Имуногістохімічні методи дослідження

Виділений головний мозок експериментальних тварин занурювали в фіксатор Буена на 24 години, після чого зразки послідовно переміщували по системі гістологічних розчинників і фіксували в парапласті X-TRA [55, 113]. На ротаційному мікротомі виготовляли зрізи IV-V шарів сенсомоторної зони кори головного мозку товщиною 5 мікрон. Отримані зрізи депарафінірували і забарвлювали галоціанін-хромовим галуном за Ейнарсоном для визначення нуклеїнових кислот. Зображення отримували за допомогою 8-бітної CCD- камери COHU-4922 (COHU Inc., США) на мікроскопі Axioskop (Zeiss, Німеччина). Отримані зображення вводили в комп’ютерну програмно-апаратну систему цифрового аналізу VIDAS (Kontron Elektronic, Німеччина), розроблену професором кафедри патофізіології, д.мед.н. А. В. Абрамовим. Аналізували зображення в напівавтоматичному режимі. Визначали наступні показники:

· площа тіл нейронів, гліальних клітин (мкм2);

· щільність нейронів, гліальних клітин (щільність клітин на 1 мм2 площі зрізу кори головного мозку);

· концентрація РНК в нейронах, гліальних клітинах (Оощ), яку розраховували як логарифм відношення оптичної щільності тіла клітини (Di) до оптичної щільності міжклітинної речовини (Do): GREYi=| Di| Do|;

· кількість апоптично і деструктивно змінених клітин (клітин/мм2); 

· відсоток апоптичних клітин (%) [35].
2.3.7. Статистичні методи дослідження

Результати дослідження розраховували із застосуванням стандартного статистичного пакету ліцензійної програми «STATISTICA® for Windows 6.0» (StatSoftInc., №AXXR712D833214FAN5), а також «Microsoft Office Excel 2003». Кожна досліджувана величина представлена в вигляді середнього арифметичного значення (М) та стандартної похибки середнього (±m). Нормальність розподілу оцінювали за критерієм Шапіро-Уілка. 

За нормального розподілу величин, встановлення достовірності міжгрупових відмінностей проводили з використанням t-критерія Стьюдента. У випадку, коли данні не відповідали нормальному розподілу, порівняльний аналіз проводили за критерієм Мана-Уітні.

Для множинного порівняння незалежних змінних застосовували однофакторний дисперсійний аналіз ANOVA при нормальному розподілі або критерій Kruskal-Wallis для розподілу, відмінного від нормального. Аналіз закономірностей зв’язку між окремими показниками проводили з використанням коефіцієнту кореляції Пірсона і Спірмена. Порівняння груп за якісною ознакою проводили за допомогою критерію χ² з аналізом таблиць спряженості. Для всіх видів аналізу статистично значущими вважали відмінності p<0,05 (95%) [45, 93].
Розділ 3. Роль білків теплового шоку HSP70 в механізмах ендогенної нейропротекції в умовах гострого порушення мозкового кровообігу
3.1. Взаємозв’язок між концентрацією HSP70, нітрозативним стресом, активністю тіол-дисульфідної системи і ступенем неврологічного дефіциту в гіппокампі і корі головного мозку щурів з гострою церебральною ішемією

В умовах церебральної гіпоксії запускається каскад патобіохімічних реакцій, в основі яких лежить процес вільнорадикального окислення, що веде до накопичення активних форм кисню (АФК), вільних радикалів і продуктів перекисного окислення ліпідів. [48, 110, 172]. Наростаючий оксидативний стрес призводить до окислення функціональних сульфгідрильних груп білків і утворення міжмолекулярних дисульфідних зв'язків, внаслідок чого відбувається порушення процесів сигналінгу і клітинного метаболізму в цілому. При цьому надмірне накопичення незворотних глутатіонілірованних білків зумовлює загибель нейронів [65, 67, 216].
Велика кількість наукових робіт вказує на важливу роль білків теплового шоку 70 (HSP70) в процесах ендогенної нейропротекции як в умовах нормоксіі, так і в стані гіпоксичного стресу [10, 21,155]. Встановлено, що HSP70 володіє шапероною активністю, яка полягає в здатності підтримувати і відновлювати нативную конформаційну структуру білків, брати участь в трансмембранному транспорті цих поліпептидів і дефрагментації незворотно пошкоджених білків [10,164]. Також є дані про прямому нейропротектівну дію білків теплового шоку 70, що не обумовленому їх шапероною функцією [49, 179, 184, 187], а пов‘язана з підтримкою роботи тіол-дисульфідної системи, яка здатна вловлювати і нейтралізувати вільні радикали за рахунок наявності сульфгідрильних -SH груп в молекулі глутатіону відновленого, а також регулювати глутатіонілювання білків для підтримання їх функціональної активності. [17, 44, 216]. 
В умовах оксидативного стресу білки теплового шоку забезпечують адаптацію клітин до ішемії і підтримують функціональну активність ферментативних систем, однак багаточисельні дослідження показують неоднорідну експресію і активність HSP70 в різних структурах головного мозку, що звертає на себе особливу увагу [49, 164, 184].

В результаті незворотньої двосторонньої перев'язки загальних сонних артерій у всіх тварин контрольної групи на 4 добу експерименту спостерігалися неврологічні порушення різного ступеня тяжкості. Згідно зі шкалою stroke-index McGrаw всі щури були розділені на 3 групи за ступенем неврологічного дефіциту. У умовнооперованних тварин (УО) неврологічних відхилень практично не спостерігалося. У групі з легкою, середньою та важкою неврологічною симптоматикою середній бал за шкалою stroke-index С. Р. McGrаw в порівнянні з умовнооперованою групою був вище на 1,95; 5,55 і 12,65 балів відповідно (табл. 3.1).

Таблиця 3.1
Середній бал неврологічного дефіциту за шкалою stroke-index С. Р. McGrаw і вміст нітротирозину в корі і гіпокампі головного мозку щурів з ГПМК (4 доба; M±m; n=10)

	Ступінь неврологічних порушень (n=10)
	Середний бал за шкалою McGrаw
	Нітротирозин, кора мозку нMоль/г тканини
	Нітротирозин, гиппокамп, нMоль/г тканини

	1
	2
	3
	4

	Умовнооперовані тварини (УО)
	0,2±0,11
	11,87±0,75
	12,54±0,84

	Легкий ступінь
	2,15±0,15*
	24,01±1,63*
	32,5±1,9*

	Середній ступінь
	5,75±0,26*
	45,98±3,95*
	66,65±3,35*

	Тяжкий ступінь
	12,85±0,95*
	101,04±7,3*
	152,39±9,39*


Примітка: * – р <  0,05 відносно УО.

Відповідні порушення спостерігалися на фоні підвищення маркера нітрозативного стресу і в корі і в гіпокампі мозку тварин, однак інтенсивність стресу мала різну вираженість. Рівень нітротирозину в гіпокампі при легкому, середньому та важкому ступені неврологічних порушень в порівнянні з корою був вище на 35,4, 45 і 50,8% відповідно (табл. 3.1) [32].
Функціональну активність тіол-дисульфідної системи визначали за рівнем глутатіону відновленого, активністю глутатіонредуктази і глутатіон-S-трансферази. Так, на 4 добу експериментальної церебральної гіпоксії в усіх групах спостерігалось пригнічення роботи антиоксидантної глутатіонової системи [115]. При легкому ступені неврологічного дефіциту активність глутатіонредуктази (GR) в корі головного мозку була нижче на 21,4% (р<0,05), при середньому ступені на 34,5% (р<0,01), при важкому ступені на 52,4% (р<0,01) щодо УО групи. У гіпокампі спостерігалося більш різке падіння активності GR, відповідно по групам: на 25,7, 46,2 і 66,6% (р<0,01) відносно УО (табл. 3.2).
Таблиця 3.2
Функціональна активність компонентів тіол-дисульфідної системи в корі і гіпокампі головного мозк щурів з ГПМК (4 доба; M±m; n=10)

	Ступінь неврологічних порушень (n=10)
	Глутатіонредуктаза (GR),

мМ/хв*г білку
	Глутатіон відн.

(GSH),

мкМ/г білку
	Глутатіон-S-трансфераза (GSТ), мкМ/г білку

	
	кора
	гіппокамп
	кора
	гіппокамп
	кора
	гіппокамп

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Умовнооперовані тварини (УО)
	27,54± 2,04
	23,6±1,48
	4,93± 0,23
	4,27±0,21
	36,07±2,7
	28,89±2,13

	Легкий ступінь
	21,65± 1,82*
	17,55± 1,79*
	3,95± 0,34*
	3,32± 0,3*
	29,05± 2,09*
	22,99± 1,56*

	Середній ступінь
	18,03± 1,4**
	12,69± 1,19**
	3,73± 0,27**
	3,0±0,23**
	23,46± 2,17**
	14,9± 1,25**

	Тяжкий ступінь
	13,11± 1,27**
	7,88± 0,69**
	2,84± 0,22**
	1,96± 0,2**
	16,15± 1,7**
	8,62± 0,78**


Примітка: * - р < 0,05 відносно УО по критерію t-Ст’юдента; ** - р < 0,01 відносно УО по критерію t-Ст’юдента

Рівень глутатіон-S-трансферази знижувався, починаючи з групи з легкою неврологічною симптоматикою – в корі головного мозку на 19,5%, в гіпокампі на 20,4%. Критичне падіння показника спостерігалося в групі з важкою симптоматикою, в корі головного мозку на 55,2% (р<0,01), в гіпокампі на 70,2% (р<0,01)  відносно УО тварин. Концентрація глутатіону відновленого GSH на тлі прогресуючого неврологічного дефіциту мала тенденцію до зниження. Найбільше зниження концентрації GSH відмічено в групі з тяжкою неврологічною симптоматикою в зоні гіпокампу – на 54,1% (р<0,01) нижче відносно УО (табл. 3.2).
Методом Вестерн-блот аналізу був визначений рівень HSP70 в корі і гіпокампі мозку експериментальних тварин. Відзначалося значне підвищення концентрації білків теплового шоку 70 в корі і гіпокампі групи з легкими неврологічними порушеннями: на 137,2% (р<0,01)  і 27,6% (р<0,05) відносно УО. У групі із середнім ступенем неврологічного дефіциту відзначалася різноспрямована зміна концентрації HSP70 – в корі зберігався високий рівень, вище, ніж в умовнооперованій групі на 75,5% (р<0,01), а в зоні гіпокампу концентрація знижувалася на 11,3% відносно УО. Мінімальний рівень HSP70 спостерігався в групі з важкою неврологічною симптоматикою: в зоні гіпокампу – на 49,3% нижче (р<0,01), ніж у умовнооперованих тварин (табл. 3.3).
Таблиця 3.3
Рівень HSP70 в корі і гіпокампі головного мозку щурів з ГПМК (4 доба; M±m; n=10)

	Ступінь неврологічних порушень (n=10)
	HSP 70 в корі мозку, у.о./г білку
	HSP 70 в гиппокампі,

у.о./г білку

	1
	2
	3

	Умовнооперовані тварини (УО)
	12,47±1,1
	10,2±1,0

	Легкий ступінь
	29,58±0,83**
	13,02±0,72*

	Середній ступінь
	21,88±0,91**
	9,05±0,34

	Тяжкий ступінь
	16,11±1,18*
	5,17±0,61**


Примітка: * – р < 0,05 відносно УО по критерію t-Ст’юдента; ** – р < 0,01 відносно УО по критерію t-Ст’юдента
Більш виражене підвищення нітротирозину в гіпокампі пояснює депресію білку HSP70 і збільшення балів за шкалою stroke-index С. Р. McGrаw. Нейрони кори характеризувалися більш помірними реакціями нітрозативного стресу. У цих умовах спостерігалося підвищення рівня HSP70. Це пояснюється його шапероною активністю, що спрямована на інтенсифікацію резервно-адаптаційних можливостей в умовах ішемії [10, 49, 147].

В результаті статистичного аналізу даних встановлена кореляційна залежність між отриманими показниками. Для визначення сили і статистичної значущості кореляції використовували коефіцієнт Пірсона ®. Встановлено, що індекс неврологічного дефіциту знаходиться в тісній залежності від рівня білків теплового шоку 70, як в корі мозку (r = -0,91) (рис. 3.1), так і в гіпокампі (r = -0,81) (рис. 3.2)
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Рис.3.1. Залежність індексу неврологічного дефіциту від рівня HSP70 в корі головного мозку у експериментальних тварин з ГПМК
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Рис. 3.2. Залежність індексу неврологічного дефіциту від рівня HSP70 в гіпокампі у експериментальних тварин з ГПМК

Встановлена залежність досліджуваних показників при наростанні неврологічного дефіциту пов’язана з розвитком оксидативного і нітрозативного стресів і зривом компенсаторних можливостей організму. Крім того, під дією надлишку АФК окисної модифікації піддаються самі HSP70 білки, знижується експресійна активність генів, що кодують синтез шаперонів. Це порушує функціональну активність HSP-білків, обмежує їх протекторні властивості в умовах ішемії [26, 27, 28].

Також, шляхом статистичного аналізу був встановлений кореляційний зв’язок між концентрацією HSP70 і GSH, як в корі головного мозку (коефіцієнт Пірсона r= 0,71) (рис. 3.3), так і в гіпокампі (коефіцієнт Пірсона r=0,80) (рис. 3.4).
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 Рис. 3.3. Залежність концентрації GSH від рівня HSP70 в корі головного мозку у експериментальних тварин з ГПМК
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Рис. 3.4. Залежність концентрації GSH від рівня HSP70 в гіпокампі головного мозку у експериментальних тварин з ГПМК

Поверхневі тривимірні графіки дозволяють візуалізувати тісний взаємозв’язок між виразністю нітрозативного стресу (нітротирозину), рівнем HSP70 і формуванням неврологічного дефіциту на 4 добу гострої церебральної ішемії в корі головного мозку (рис. 3.5) і гіпокампі (рис. 3.6).
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Рис. 3.5. Взаємозв’язок змін рівнів HSP70 і нітротирозину в корі головного мозку з розвитком неврологічного дефіциту у експериментальних тварин з ГПМК

[image: image7.png]naen

3D Surface Plot of McGrow against HSP7g and HT3.
McGrow = -55,7836+6,6185°x+0,8251y-0,1928"x"x-0,0464"x"y-0,0021°y"y





Рис. 3.6. Взаємозв’язок змін рівнів HSP70 і нітротирозину в гіпокампі головного мозку з розвитком неврологічного дефіциту у експериментальних тварин з ГПМК

Поверхневі тривимірні графіки дозволяють візуалізувати тісний взаємозв’язок між депресією тіол-дисульфідної системи (глутатіон відновлений), рівнем експресії HSP70 і формуванням неврологічного дефіциту на 4 добу гострої церебральної ішемії в корі головного мозку (рис. 3.7) і гіпокампі (рис. 3.8).
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Рис. 3.7. Взаємозв’язок змін рівнів HSP70 і GSH в корі головного мозку з розвитком неврологічного дефіциту у експериментальних тварин з ГПМК
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Рис. 3.8. Взаємозв’язок змін рівнів HSP70 і GSH в гіпокампі головного мозку з розвитком неврологічного дефіциту у експериментальних тварин з ГПМК

Таким чином, білки теплового шоку HSP70 є невід’ємними учасниками механізмів ендогенної нейропротекції, оскільки на тлі їх дефіциту спостерігається інтенсифікація процесів нейродеструкції і розвиток незворотних неврологічних порушень [135, 181, 182]. Отримані дані підтверджують залежність досліджуваних показників при наростанні неврологічного дефіциту пов’язана з розвитком оксидативного і нітрозативного стресів і зривом компенсаторних можливостей організму [43]. Крім того, під дією надлишку АФК окисної модифікації піддаються самі HSP70 білки, знижується експресійна активність генів, що кодують синтез шаперонів. Це порушує функціональну активність HSP-білків, обмежує їх протекторні властивості в умовах ішемії [11, 14].

Слід зазначити, що зона гіпокампу виявилася більш чутливою до процесів нейродеструкціі, що обумовлено відпочатку низьким рівнем експресії білка HSP 70 в умовах гострого порушення мозкового кровообігу. Отримані дані говорять про низький рівень резервно-адаптаційних можливостей даної функціональної зони головного мозку.
Розділ 4. Нейропротективні властивості тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 та глутаміну при моделюванні нейродеструкції в дослідах in vitro
4.1. Рівень маркерів оксидативного та нітрозативного стресу, глутатіону відновленого, глутатіонредуктази, глутатіон-S-трансферази, HSP70 в нейрональній суспензії в умовах моделювання глутаматної ексайтотоксичності і на тлі застосування модуляторів системи HSP70
Пусковою ланкою нейродеструктивних процесів в умовах ішемії є «глутаматна ексайтотоксичність», що обумовлена гіперактивацією іонотропних NMDA і AMPA рецепторів, яка відбувається за рахунок надлишкового вивільнення глутамату і аспартату на тлі внутрішньоклітинного накопичення Са2 +. Наростаючий глутамат-кальцієвий каскад патобіохімічних реакцій призводить до накопичення активних форм кисню (АФК), вільних радикалів і продуктів перекисного окислення ліпідів. [67, 81, 100, 128, 172]. Прогресуючий оксидативний стрес обумовлює окислення функціональних сульфгідрильних груп білків і утворення міжмолекулярних дисульфідних зв’язків, внаслідок чого відбувається порушення процесів сигналінгу і клітинного метаболізму в цілому. При цьому надмірне накопичення незворотних глутатіонілірованних білків зумовлює загибель нейронів [65, 67, 169].
Дослідженнями in vitro встановлено, що внесення в інкубаційне нейрональне середовище токсичних концентрацій глутамату (100 мкМ) призводило до накопичення маркерів оксидативного стресу і гіперпродукції NO. Результатом глутаматної ексайтотоксичності є підвищення надходження Са2+ всередину нейронів, що призводить до активації конститутивної та індуцибельної ізоформи NO-синтази. Водночас спостерігається кальційзалежне порушення функціонування дихального ланцюга мітохондрій, що ініціює віднорадикальне окислення (ВРО) і накопичення АФК [188]. В результаті взаємодії NO і супероксид радикалу О2- утворюється найбільш агресивний интермедіат пероксинітрит NOО- [48, 163, 166, 169].
Нитрозування за рахунок NOО- білків і ферментів по залишкам тирозину призводить до підвищення вмісту нитротирозину. Так, починаючи з 15 хвилини інкубації, спостерігалось підвищення рівня нитротирозину в контрольній суспензії нейронів, який мав тенденцію до зростання і на 60 хвилині був вищим на 156,7% (р<0,05) відносно інтактної суспензії нейронів. (табл. 4.1).
Паралельно спостерігалось збільшення продуктів ОМБ – АФГ і КФГ на 60 хвилині в 3,4 (р˂0,05) і 3,5 (р˂0,05) рази відповідно відносно інтакту, що свідчить про інтенсифікацію оксидативного стресу і пошкодження білкових структур. (табл. 4.1).

Активність першочергової ланки актиоксидантного захисту СОД стрімко зменшувалась і на прикінці інкубаціі на 41,6% (р˂0,05) була нижчою відносно інтактної суспензії нейронів. Зниження активності СОД провокує подальше зростання рівня іі субстрату супероксид радикалу О2- і підвищення пошкодження нейронів. (табл. 4.1).

На фоні зростаючих нейродеструктивних змін відбувається активація системи шаперону HSP70, про що свідчить збільшення його рівня на 31,1% (р˂0,05) по завершенню 15 хвилини інкубації. В подальшому спостерігалась зворотня картина, рівень HSP70 знижувався на 57,17% (р˂0,05) відносно інтакта на 60 хвилині (табл. 4.1). Підвищення експресії HSP70 обумовлено його шапероною функцією, яка направлена на адаптацію нейронів до гіпоксичного стресу і запобігання активації апоптозу. По мірі наростання оксидативного стресу HSP70 втрачає свій антиапоптичний потенціал і піддається ушкодженню [49].
Стан ТДС також зазнавав змін. В перші 15 хвилин спостерігалось підвищення рівня глутатіону відновленого GSH на 6,8%, активність глутатіонредуктази збільшувалась на 5,1%. В подальшому спостерігалась значна депривація тіол-дисульфідної системи на фоні прогресуючого оксидативного і нітрозуючого стресу. Рівень GSH, GR і GSТ достовірно (р<0,05) зменшувався на 54, 35,7 і 36,7% відповідно відносно інтактної суспензії нейронів по закінченню 60 хвилини інкубації. Одночасно відбувалось збільшення концентрації глутатіону окисленого, яка на прикінці інкубації була в 4,7 (р < 0,05) рази більшою відносно інтактної групи. В умовах пригнічення активності антиоксидантного захисту відмічалось зменшення рівня білку теплового шоку на 57,2 % (р < 0,05) відносно інтакту. (табл. 4.1).
Таблиця 4.1

Показники оксидативного стресу, антиоксидантної активності, тіол-дисульфідної системи і рівня HSP70 в умовах моделювання глутаматної ексайтотоксичності in vitro (M±m; n=10)
	Показник
	Інтактна нейрональна суспензія
	Контрольна нейрональна суспензія з внесенням глутамата (100 мкМ)

	
	
	15 хв.
	30 хв.
	60 хв.

	1
	2
	3
	4
	5

	АФГ у. о./г. білка
	4,64±0,31
	6,68±0,59*
	11,75±0,83*
	15,56±0,57*

	КФГ у. о./г. білка
	2,71±0,23
	4,05±0,32*
	7,32±0,44*
	9,51±0,68*

	Нітротирозин нМ/г. білку
	8,24±0,69
	8,04±0,41
	17,45±0,40*
	21,15±0,39*

	СОД у. о./мг. білка*хв.
	125,40±0,82
	114,24±1,2*
	88,17±1,44*
	73,18±1,62*

	Глутатіон відн. GSH мкМ/г. білка
	3,41±0,2
	3,63±0,16
	2,71±0,15*
	1,57±0,16*

	Глутатіон окисл. GSSG мкМ/г. білка
	0,15±0,005
	0,18±0,009*
	0,38±0,01*
	0,7±0,01*

	Глутатіонредуктаза GR мМ/хв.*г. білка
	19,32±0,78
	20,3±0,98
	17,00±0,94
	12,43±0,91*

	Глутатіон-S-трансфераза GSТ мМ/хв.*г. білка
	31,36±1,86
	29,76±1,07
	21,69±1,05*
	19,84±1,07*

	HSP70 у. о./г. білка
	14,71±0,23
	19,29±0,32*
	14,31±0,34
	6,3±0,46*


Примітки: * − р < 0,05 відповідно до інтактної групи по критерію Манна-Уітні.
Таким чином, можливо говорити про неспроможність системи ендогенної нейропротекції протистояти наростаючому оксидативному стресу в умовах глутаматної ексайтотоксичності. Як наслідок відбувається виснаження функціональної активності GSH, а також глутатіонспецифічних ферментів. Відомо, що HSP70 бере участь в внутрішньоклітинній сигналізації і транскрипції генів, а також пригнічує процеси некрозу і апоптозу. Тотальне зменшення рівня HSP70 індукує подальше незворотьнє пошкодження біоструктур клітин і втрату функціональної активності.
Шляхом корреляційного аналізу був встановлений тісний прямий взаємозвязок між концентраціями GSH і HSP70 (коефіцієнт множинної кореляції Спірмена r= 0,91) (рис. 4.1).
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Рис. 4.1. Кореляційна залежність між рівнем GSH і HSP70 в умовах глутаматної ексайтотоксичності
Попереднє внесення в глутаматтоксичну суспензію нейронів препаратів-модуляторів HSP70 мало позитивний результат (табл. 4.2).
Так, внесення HSF-1 знижувало рівень АФГ і КФГ на 50,8% (р < 0,05) і 49,5% (р < 0,05), рівень нітротирозину зменшувався на 25,1% (р < 0,05)  на фоні збільшення активності СОД на 38,7% (р < 0,05) відносно контролю. Внесення мелатоніну супроводжувалось найбільш вираженим підвищенням активності СОД на 42,7% (р < 0,05), що гальмувало накопичення АФГ на 43,1% (р < 0,05) і КФГ на 35,9% (р < 0,05), і знижувало рівень нітротирозину на 38,3% (р < 0,05) відносно контрольної групи тварин. Введення тамоксифену гальмувало розвиток оксидативного стресу, про що свідчить зниження АФГ і КФГ на 33% (р < 0,05) і 30,8% (р < 0,05), а також зменшення рівня нітротирозину на 23,6% (р < 0,05). (табл. 4.2). Водночас активність СОД в групі тамоксифену була вище контрольної групи на 30,3% (р < 0,05) (табл. 4.2).
Таблиця 4.2

Показники оксидативного стресу в умовах моделювання глутаматної эксайтотоксичності in vitro і на фоні фармакологічної корекції. (60 хв. спостереження, M±m; n=10)
	Показник
	Інтактна нейрональна суспензія
	Контрольна нейрональна суспензія з внесенням глутамата (100 мкМ)
	Нейрональна суспензія з внесенням глутамата (100 мкМ) + тамоксифен (10-5)
	Нейрональна суспензія з внесенням глутамата (100 мкМ) + мелатонін (10-5)
	Нейрональна суспензія. з внесенням глутамата (100 мкМ) + HSF-1 (10-5)
	Нейрональна суспензія з внесенням глутамата (100 мкМ) + глутамін (10-5)
	Нейрональна суспензія з внесенням глутамата (100 мкМ) + мексидол(10-5)

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	АФГ у. о./г. білку
	4,64± 0,31
	15,56± 0,57*
	10,42± 0,55**
	8,86± 0,71**#
	7,65± 0,68**#
	11,50± 1,20**
	12,62± 0,88**

	КФГ у. о./г. білку
	2,71± 0,23
	9,51± 0,68*
	6,58± 0,62**
	6,10± 0,69**
	4,80± 0,47**#
	7,69± 0,58
	8,25± 0,52

	Нітротирозин нМ/г. білку
	8,24± 0,69
	21,15± 0,39*
	16,15± 0,94**
	13,04±0,75**#
	15,84± 0,71**#
	18,21± 0,62
	18,50± 0,91

	СОД у. о./мг. білку*хв.
	125,40± 0,82
	73,18± 1,62*
	95,35± 5,85**
	104,46± 6,59**#
	101,47± 4,53**
	90,87± 3,65
	83,01± 3,72


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA (тест Тьюкі): *− p < 0,05 відповідно до інтактної групи, **− p < 0,05 відповідно до контрольної групи, #− p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала мексидол
Призначення глутаміну також мало позитивний вплив на стан глутаматтоксичної нейрональної суспензії, про що свідчить зменшення АФГ, КФГ і нітротирозину на 26,1 19,1 і 13,9%, а також підвищення активності СОД на 24,2%. Референс-препарат мексидол виявляв антиоксидантну дію, про що свідчить зниження АФГ, КФГ і нітротирозину на 18,9, 13,2  і 12,5% і підвищення активності СОД на 13,4% відносно контролю (табл. 4.2).

Всі препарати в дослідженні in vitro підвищували концентрацію білку-шаперону HSP70 і відновлювали роботу ТДС (табл. 4.3). Так, HSF-1 викликав найбільш виражене підвищення рівня HSP70 на 97,6% (р < 0,05) відносно контрольної суспензії нейронів, що сприяло підвищенню рівня GSH на 82,2% (р < 0,05)і зниженню GSSG в 2,2 рази (р < 0,05). При цьому активність GR і GSТ підвищувалась (р < 0,05) на 45,4% і 43,5% відповідно відносно контрольної групи. Мелатонін підвищував концентрацію HSP70 на 60% (р < 0,05), рівень GSH на 40,8% і знижував GSSG в 1,3 відносно групи контролю. Одночасно спостерігалось підвищення активності GR і GSТ на 16,7% і 26,4% відносно контролю. Введення тамоксифену викликало збільшення рівня HSP70 на 70,2% (р < 0,05) і GSH на 53,5% (р < 0,05), підвищення активності GR і GSТ на 20,7% і 19,5% на фоні зниження GSSG в 1,5 рази. Глутамін підвищував концентрацію білку-шаперону 70 на 46%, рівень GSH збільшувався на 16,6%, активність ферментів GR і GSТ підвищувалась на 10,5% і 14,3%, рівень GSSG знижувався в 1,1 рази відносно контрольної нейрональної суспензії. В групі препарату референсу не спостерігалось достовірних змін по відношенню до білку HSP70 або роботи ТДС (табл. 4.3).

Таким чином, отримані дані свідчать, що в умовах глутаматної ексайтотоксичності на фоні підвищення внутрішньклітинного вмісту кальцію відбувається гіперпродукція АФК (пероксінітриту, гідроксилрадикалу і супероксидрадикалу), що активуює процеси вільнорадикального окислення, пригнічує роботу антиоксидантних систем, внаслідок чого прицільному пошкодженню піддаються білки HSP70 і клітини втрачають функціональну спроможність.

Таблиця 4.3

Стан тіол-дисульфідної системи і рівень HSP70 в умовах моделювання глутаматної эксайтотоксичності in vitro і на фоні фармакологічної корекції. (60 хв. спостереження; M±m; n=10)
	Показник
	Інтактна нейрональна суспензія
	Контрольна нейрональна суспензія з внесенням глутамата (100 мкМ)
	Нейрональна суспензія з внесенням глутамата (100 мкМ) + тамоксифен (10-5)
	Нейрональна суспензія з внесенням глутамата (100 мкМ) + мелатонін (10-5)
	Нейрональна суспензія. з внесенням глутамата (100 мкМ) + HSF-1 (10-5)
	Нейрональна суспензія з внесенням глутамата (100 мкМ) + глутамін (10-5)
	Нейрональна суспензія з внесенням глутамата (100 мкМ) + мексидол (10-5)

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	HSP70 у. о./г. білка
	14,71± 0,23
	6,3± 0,46*
	10,72± 0,88**
	10,08± 0,80**
	12,45± 0,64**#
	9,20± 0,67**
	8,97± 0,53

	Глутатіон відн. GSH мкМ/г. білка
	3,41± 0,2
	1,57± 0,16*
	2,41± 0,22**
	2,21± 0,25
	2,86± 0,16**#
	1,83± 0,182
	1,78± 0,19

	Глутатіон окисл. GSSG мкМ/г. білка
	0,15± 0,005
	0,74± 0,01*
	0,50± 0,07
	0,59± 0,07
	0,34± 0,02**#
	0,70±0,06
	0,74± 0,07

	Глутатіонредуктаза GR мМ/хв.*г. білка
	19,318± 0,78
	12,43± 0,91*
	15,08± 0,99
	14,51± 0,82
	18,07± 0,64**#
	13,74± 1,10
	12,67± 0,80

	Глутатіон-S-трансфераза GSТ мМ/хв.*г. білку
	31,36± 1,86
	19,84± 1,07*
	23,74± 1,12
	25,07± 1,48**
	28,48± 1,1**#
	22,67± 0,97
	20,51± 0,95


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA (тест Тьюкі), *− p < 0,05 відповідно до інтактної групи, **− p < 0,05 відповідно до контрольної групи, #− p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала мексидол
За данних умов реалізація нейропротективної дії тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну in vitro пов'язана з їх позитивним впливом на вміст білку ендогенної нейропротекції HSP70, що відновлює пул глутатіону відновленого і роботу глутатіонспецифічних ферментів ТДС. Відновлення роботи системи глутатіону пригнічує накопичення цитотоксичних активних метаболітів оксиду азоту на тлі підвищення його біодоступності, що зменшує ступінь пошкодження нейронів і підвищує їхню стійкість до гіпоксії [30, 123, 155, 170, 203, 222]. Найбільший нейропротективний ефект в дослідженні in vitro встановлений у фактору теплового шоку-1, в меншій мірі ‒ у мелатоніну і тамоксифену, мінімальний ‒ у глутаміну. Результати дослідження in vitro визначають значення HSP70, як важливої мішені фармакологічної корекції станів, що супроводжуються глутаматною ексайтотоксичністю. Отримані дані можуть служити теоретичним обгрунтуванням для розробки нових підходів до терапії ішемічного інсульту і експериментальним доказом клінічного застосування тамоксифену, мелатоніну, фактору теплового шоку HSF-1 і глутаміну.
Розділ 5. Нейропротективна дія модуляторів системи HSP70 в умовах відтворення гострої церебральної ішемії у щурів
5.1. Визначення середньоефективної дози фатору теплового шоку HSF-1 на моделі гострого порушення мозкового кровообігу
Визначення середньоефективної дози HSF-1 проводили на 70 безпорідних щурах на моделі гострого порушення мозкового кровообігу (ГПМК), яку відтворювали шляхом двосторонньої перев'язки загальних сонних артерій. HSF-1 вводили внутрішньочеревно в діапазоні доз 100-300 мкл/кг (0,2-0,6мг/кг відповідно) щодня одноразово протягом усього терміну спостереження. Тваринам контрольної групи вводили фізіологічний розчин в еквівалентному обсязі. Взяття біологічного матеріалу для досліджень проводили на 4-ту добу після моделювання патології. В якості критеріїв визначення умовної середньоефективної дози при експериментальному ГПМК були обрані такі показники: концентрація HSP70, рівень нітротирозину і GSH.
Внаслідок відтворення ГПМК в групі контролю спостерігались типові ознаки гіпоксичного стресу – підвищення (р < 0,05) рівня нитротирозину в 6,6 разів, зниження (р < 0,05) рівня HSP70 і GSH на 74,8 і 81% відповідно відносно групи умовнооперованих тварин, що підтверджує правильність відтворення данной патологічної моделі (табл. 5.1).
Призначення HSF-1 в різних дозах надавало нейропротективний ефект з різним ступенем вираженості. Так, в дозі 100 мкл/кг відмічалось зниження рівня нтротирозину в 1,3 (р < 0,05) рази, підвищення HSP70 і GSH в 2,2 і в 1,7 (р < 0,05) рази відповідно відносно контрольної групи (табл. 5.1).
При підвищення дози HSF-1 спостерігалось підсилення дії препарату. Максимальний ефект був відмічений в діапазоні доз 150-250 мкл/кг. Так, в дозі 200 мкл/кг відмічалось зниження нітротирозину в 2,3 (р < 0,05) рази, на фоні збільшення концентраціїї HSP70 і GSH в 5,6 (р < 0,05) і 4,4 (р < 0,05) рази відповідно відносно контролю (табл. 5.1).
Підвищення дози HSF-1 до 300 мкл/кг не виявило значного збільшення нейропротекторного ефекту, про що свідчить ділянка зглажування на сплайн-графіках «доза-HSP70», «доза-нітротирозин», «доза-глутатіон відновлений» (табл. 5.1).
Таблиця 5.1

Рівень HSP70, GSH, нітротирозину в цитозольній фракції головного мозку щурів в залежності від доз HSF-1, що вводяться в умовах гострого порушення мозкового кровообігу (М ± m, n = 10)

	Група тварин
	HSP70,
нг/мл
	GSH,

мкмоль/г білку
	Нітротирозин,

нмоль/г білку

	1
	2
	3
	4

	Умовноперовані (УО)
	12,12±0,40
	5,43±0,27
	8,93±0,41

	Контроль (ГПМК)
	3,05±0,55*
	1,03±0,19*
	59,03±3,4*

	HSF-1, 100 мкл/кг
	6,71±0,77**

(+120%)
	1,7±0,28**
(+65%)
	44,79±2,75**
(-24,1%)

	HSF-1, 150 мкл/кг
	13,34±1,45**
(+337,4%)
	3,4±0,29**
(+230,1%)
	35,42±2,07**
(-40%)

	HSF-1, 200 мкл/кг
	16,96±0,24**
(+456,1%)
	4,5±0,21**
(+336,9%)
	26,17±1,68**
(-55,7%)

	HSF-1, 250 мкл/кг
	16,64±0,47**
(+445,6%)
	4,43±0,24**
(+330,1%)
	26,91±2,27**
(-54,4%)

	HSF-1, 300 мкл/кг
	14,84±0,24**
(+386,6%)
	3,47±0,13**
(+236,9%)
	36,7±1,05**
(-37,8%)


Примітки: * − р < 0,05 відносно УО групи, ** − р < 0,05 відносно контрольної групи
Дані, представлені в таблиці 5.1 свідчать, що препарат HSF-1 в усіх обраних дозах (100, 150, 200, 250, 300 мкл/кг) однозначно підвищує вміст білку тепловго шоку HSP70, внаслідок чого підвищується вміст антиоксиданта глутатіону відновленого і зменшуються прояви оксидативного і нітрозуючого стресу. 
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. Лінійна залежність між дозою HSF-1 і білком теплового шоку HSP70, глутатіоном відновленним GSH і нітротирозином простежується в діапазоні доз 150-250 мкл/кг (рис. 5.1, 5.2, 5.3).
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Рис. 5.1. Графік залежності доза «HSF-1»-рівень HSP70
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Рис. 5.2. Графік залежності доза «HSF-1»-рівень GSH
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Рис. 5.3. Графік залежності доза «HSF-1»-концентрація нітротирозину
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. Для обґрунтування ЕД50 препарату HSF-1 при ГПМК важливо відзначити, що саме при дозі 200 мкл/кг відзначался, при співставленні з дозами 150 та 250 мкл/кг, максимальний нейропротективний ефект (підвищення HSP70 і GSH на фоні зниження нітротирозину).
5.2. Вплив тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 та глутаміну на активацію ланок ендогеної нейропротекції у щурів в гострому періоді (4 доба) експериментальної церебральної ішемії
5.2.1. Вплив тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 та глутаміну на експресію мРНК Hsp70 і рівень білку HSP70 в гострому періоді (4 доба) експериментальної церебральної ішемії
Багаторічне вивчення молекулярно-біохімічних механізмів ишемічної нейродеструкції дозволило визначити механізми ендогенної нейропротекції, що спрямовані на підвищення стійкості нейронів до ішемії. Особливу роль в реалізації цих механізмів відіграють білки теплового шоку HSP70, які виявляють антиапоптичні і цитопротекторні властивості [49, 123, 155, 170, 203, 222]
Основні функції HSP70 асоціюють з їхньою шапероною активністю, яка забезпечує формування вторинної та/або третинної структури білкових ланцюгів. Також HSP70 беруть участь у механізмах відновлення або деградації пошкоджених та денатурованих білків. Група HSP70 відноситься до стресчутливих білків, рівень останніх різко підвищується в умовах ішемічного, теплового, оксидативного пошкодження тощо. В умовах стресу HSP70 проявляє пряму антиапоптичну і нейропротективну дію, яка підтверджена рядом експериментальних досліджень на різноманітних моделях in vitro i in vivo [49, 170, 187, 222].

Так, в результаті перев’язки загальних сонних артерій на 4 добу у експериментальних тварин спостерігалося пригнічення роботи системи HSP70, що виражалося в зниженні рівня білку HSP70 і експрессіі мРНК Нsp70 на тлі активації нітрозативного стресу. Так, рівень нітротирозину в контрольній групі підвищувався на 553,5% (р < 0,05) відносно УО групи (табл. 5.2). У той же час концентрація білку теплового шоку в групі контролю різко знижувалася в цитозольній фракції в 9,7 рази (р < 0,05) і в мітохондріальної фракції в 3,2 рази (р < 0,05) щодо УО групи (табл. 5.2). Також спостерігалося пригнічення експресії мРНК Нsp70 в 3,2 рази (р < 0,05) відносно умовнооперованих тварин (табл. 5.2).
Призначення досліджуваних препаратів мало позитивний вплив на підтримку працездатності системи HSP70 в умовах ишемічного пошкодження і гальмувало наростання нитрозативного стресу.
Найбільш виражене підвищення рівня білку теплового шоку 70 в умовах ГПМК викликало курсове призначення фактора теплового шока 
HSF-1. Так, рівень HSP70 в цитозольній фракції підвищувався в 11,3 рази (р<0,05), в мітохондріях в 2,6 рази (р < 0,05) відносно контролю, при цьому експресія мРНК Hsp70 була в 4,1 рази (р < 0,05) вище, ніж в контрольній групі (табл. 5.2).

Таблиця 5.2
Показники нітротирозину, білку теплового шоку HSP70, мРНК Hsp70 в головному мозку щурів на 4 добу церебральної ішемії і на фоні фармакологічної корекції модуляторами системи HSP70, (4 доба; М±m; n=10)
	Група тварин, (n=10)
	Нітротирозин, нмоль/г білку
	HSP70, цитозольна фракція, нг/мл
	HSP70, мітохондріальна фракція, нг/мл
	Експресія мРНК Hsp70

	1
	2
	3
	4
	5

	Умовнооперовані тварини (УО)
	10,19±0,80
	16,83±0,64
	8,60±0,58
	3,15±0,21

	Тварини з ГПМК
	66,59±13,1 у
	1,73±0,11у
	2,72±0,19 у
	1,00±0,11у

	Тварини з ГПМК +тамоксифен
	20,39±0,96**
	8,81±0,51у**#
	4,15±0,20 у **#
	2,49± 0,36у**#

	Тварини з ГПМК +мелатонін
	22,4±1,91**
	4,55±0,27у**#
	3,3±0,19 у
	2,08±0,14у**

	Тварини з ГПМК +HSF-1
	20,04±1,77**
	19,50± 1,05у**#
	7,08±0,23 у **#
	4,07±0,41 у **#

	Тварини с ГПМК +глутамін
	26,63±2,47**
	2,61±0,16у
	3,01±0,17 у
	1,73±0,17 у

	Тварини з ГПМК +пірацетам
	24,46±2,13**
	2,24±0,17у
	2,80±0,19 у
	1,10±0,06 у


Примітки: p – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA (тест Тьюкі), У – p < 0,05 відповідно до УО, **− p < 0,05 відповідно до контрольної групи, # − p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам
На фоні введення тамоксифену спостерігалось підвищення рівня HSP70 в цитозолі в 5,1 рази (р < 0,05), в мітохондріальній фракції в 1,5 рази (р<0,05), експресія мРНК Hsp70 підвищувалась в 2,5 рази (р < 0,05) відносно контрольної групи (табл. 5.2).
Введення мелатоніну призводило до зростання концентрації HSP70 відносно контролю в цитоплазмі в 2,6 рази (р < 0,05), в мітохондріях в 1,2 рази, а експресія мРНК Hsp70 підвищувалась в 2,1 рази відносно контролю (табл. 5.2).
На фоні введення глутаміну рівень білку-шаперону 70 підвищувався в 1,5 рази  в цитоплазмі і в 1,1 рази в мітохондріальній фракції щодо контролю (табл.5.2), а експресія мРНК Hsp70 підвищувалась в 1,7 рази. Референс препарат пірацетам підвищував лише вміст Hsp70 в цитозольній фракції в 1,3 рази відносно контрольної групи (табл. 5.2).
Таким чином, можемо зробити висновок, що всі досліджувані препарати мають позитивну модулюючу активність по відношенню до системи Hsp70 [33, 136, 137]. Внаслідок підвищення рівня і експрессії білку шаперону відбувається активується система ендогенної нейропротекції і гальмується накопичення продуктів оксидативного стресу, про що свідчить достовірне (р < 0,05) зниження концентрації нітротирозину в групі тамоксифену на 69,4%, мелатоніну на 66,4%, фактору теплового шоку HSF-1 на 69,9%, глутаміну на 60,1%, пірацетаму на 63,3% відносно контрольної групи. 
Високу ефективність HSF-1 можливо пояснити тим, що він є природнім стрес-індуцибельним транскрипційним фактором сімейства HSPs. В умовах накопичення продуктів оксидативного і нітрозативного стресу відбувається тримерізація HSF-1 з від’єднанням від останнього інактивованих молекул HSP70. Активований комплекс HSF-1 транспортується в ядро і, з’єднуючись з елементами теплового шоку (HSE), запускає процес транскрипції генів Hsp70 [ 211, 225, 228].
Стосовно тамоксифену ми припускаємо, що він взаємодіє з естрогеновими рецепторами (ER), в результаті чого відбувається від’єднання від останніх молекул білку теплового шоку 70, який в подальшому виконує роль цитопротектора [85, 208, 233]. При цьому рівень експресії мРНК Hsp70 під дією тамоксифену також має позитивну динаміку, що свідчить про пряму участь препарату в сигналінгу і транскрипції мРНК Hsp70 за принципом зворотного зв’язку. Таким чином, по мірі використання білку HSP70 в антиапоптичних процесах тамоксифен запускає транскрипцію мРНК Hsp70. 
Підвищення HSP70 під дією мелатоніну пояснюється його впливом на процеси ядерної транскрипції. Відомо, що мелатонін взаємодіє з рецепторами МТ1 і МТ2 попереджає транслокацию фактора NF-κB в ядро, пригнічує експресію iNOS і зменшує рівень прозапальних цітокіновTNF -α, IL-1β, IL-6 і ін [7, 91, 193, 215]. Окрім того, мелатонін виявляє потужну антиоксидантну дію, зменшує кількість вільних радикалів і, як наслідок, попереджає тотальне пошкодження ДНК [215].
Оскільки глутамін виступає в якості прекурсора синтезу глутатіону [130], можливо припустити, що в механізмі його дії лежить відновлення редокс співвідношення GSH / GSSG форм глутатіону, що запускає експресію адаптаційних генів і попереджає пошкодження білків, в тому числі і HSP70. Також відомо, що глутатіон безпосередньо регулює активність HSP70 [10, 72]. Глутатіон відновлений гальмує реакції перекисного окислення ліпідів шляхом хімічної взаємодії і нейтралізації вільних радикалів: синглетного кисню, супероксидрадикалу, пероксинітриту та ін.
Таким чином, можна зробити висновок, що всі досліджувані препарати мають позитивну модулюючу активність по відношенню до системи Hsp70 і впливають на механізми ендогенної нейропротекції. Найбільш виражену дію на активацію системи HSP70 виявляв фактор теплового шоку HSF-1. 
5.2.2. Вплив тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 та глутаміну на експресію мРНК Hif-1α і Hif-3α в гострому періоді (4 доба) експериментальної церебральної ішемії.

Відомо, що особлива роль у адекватній відповіді клітин на гостру гіпоксію і в механізмах ендогенної нейропротекції належить транскрипційним факторам HIF-1 [1]. Білковий гетеродимер HIF-1 складається з двох субодиниць: Hif-α, яка в умовах нормоксіі піддається постійній убіквітинзалежній деградації і активується в умовах гіпоскії, а також Hif-β, яка є конститутивною і кисневонезалежною субодиницею. В умовах гіпоксії відбувається стабілізація Hif-1α, її димеризація з Hif-1β і зв’язування з гіпоксія-чутливими елементами (HREs) в промоторі генів-мішеней [1, 205].
Згідно з літературними даними, Hif-α має кілька підтипів, що забеспечують різноспрямований вплив на транскрипційну відповідь. Так, Hif-1α і Hif-2α забезпечує адаптацію клітин до гіпоксії шляхом підвищення експресії генів, відповідальних за процеси адаптації до гіпоксії [205]. При цьому Hif-3α є інгібітором активності Hif-1/2α. Однак деякі автори говорять про те, що Hif-3α функціонує як активатор транскрипції і відіграє незамінну роль в регуляції експресії генів у відповідь на гіпоксію [1, 29, 242]. Встановлено, що в умовах гіпоксії, рівень білку HIF-1α підвищується, в основному, в цитоплазмі [1], а концентрація HIF-3α збільшується в ядрі нейронів [1]. Взаємодія обох ізоформ HIF в умовах гіпоксії грунтується на принципі зворотнього негативного зв’язку. Так, білок HIF-1α впливає на експресію гену Нif-3α, а білок HIF-3α, конкуруючи з HIF-1α при зв’язуванні з субодиницею HIF-1β, знижує експресію останнього [1, 242]. 
В багатьох літературних джерелах вивчається взаємозвязок між HSP70 і HIF-1 [1]. Встановлено, що білок-шаперон необхідний для стабілізаціїї і пролонгації дії HIF-1α в умовах гіпоксії [82]. 
Аналіз результатів дослідження показав значне зниження мРНК Hif-1α і мРНК Hif-3α в групі з ГПМК на 4 добу експерименту (табл. 5.3). Це зниження є індикатором пригнічення механізмів ендогенної нейропротекції, оскільки HIF-1 регулює компенсаторні шунти енергії (малат-аспартатний), підсилює експресію еритропоетину, впливає на функціональний стан циклоспорин А- залежної пори мітохондрій [21, 82, 205].

Курсове призначення тамоксифену протягом 4-х діб тваринам з ГПМК призводило до підвищення експресії мРНК Hif-1α в цитозольних фракції на в 4,4 рази (р < 0,05) відносно УО, і в 11,6 рази (р < 0,05) відносно контрольної групи. На фоні введення фактору теплового шоку HSF-1 відбувалось достовірне підвищення експресії мРНК Hif-1α відносно контролю в 8,2 рази (р < 0,05) і УО в 3,1 рази (р < 0,05). Однак, за силою дії HSF-1 поступався тамоксифену. Курсове призначення глутаміну призводило до підвищення експресії мРНК Hif-1α в 3,4 рази (р < 0,05) по відношенню до УО, і в 7,0 разів (р < 0,05) по відношенню до контролю. На фоні введення мелатоніну експресія мРНК Hif-1α не мала достовірної тенденції до підвищення (табл. 5.3).

Таблиця 5.3
Показники експресії мРНК Hif-1α в головному мозку щурів на 4 добу церебральної ішемії і на фоні фармакологічної корекції модуляторами системи HSP70, (4 доба; М±m; n=10 )
	Група тварин, (n=10)
	Відносно УО
	Відносно контролю

	1
	2
	3

	Умовнооперовані тварини (УО)
	1,00±0,25
	-----

	Тварини з ГПМК
	-----
	1,00±0,475

	Тварини з ГПМК +тамоксифен
	4,4±0,64*#
	11,55±2,26**#

	Тварини з ГПМК +мелатонін
	0,84±0,14
	1,36±0,15

	Тварини з ГПМК +HSF-1
	3,05±0,6*#
	8,23±0,47**#

	Тварини с ГПМК +глутамін
	3,36±1,053*#
	7,03±1,96**#

	Тварини з ГПМК +пірацетам
	1,15±0,21
	1,76±0,27


Примітка: p–рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою критерію t-Ст’юдента, * - р < 0,05 відносно УО, **- р < 0,05 відносно контролю, # − p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам
Подальша обробка даних щодо впливу досліджуваних препаратів на експресію мРНК Hif-3α показала наступне (табл. 5.4).

На 4 добу ГПМК в групі контролю спостерігалося  зниження експресії мРНК Hif-3α, що, очевидно, підтверджує розвиток стійких нейродеструктивних порушень.
Введення тамоксифену, HSF-1, глутаміну практично не впливало або ж знижувало рівень експресії мРНК Hif-3α, але дані були статистично не значущі. Однак призначення мелатоніну призводило до достовірного (р<0,05) підвищення мРНК Hif-3α відносно УО групі в 3,1 рази, а відносно групи контролю в 3,6 рази (табл. 5.4). Препарат порівняння пірацетам не мав достовірного впливу на активацію системи адаптаційних білків HIF.

Таблиця 5.4
Показники експресії мРНК Hif-3α в головному мозку щурів на 4 добу церебральної ішемії і на фоні фармакологічної корекції модуляторами системи HSP70, (4 доба;М±m, n=10)

	Група тварин, (n=10)
	Відносно УО
	Відносно контролю

	1
	2
	3

	Умовнооперовані тварини (УО)
	1,000±0.223
	-----

	Тварини з ГПМК
	-----
	1,000±0,306

	Тварини з ГПМК +тамоксифен
	0,680±0,106
	0,625±0,105

	Тварини з ГПМК +мелатонін
	1,224±0,624
	1,076±0,537

	Тварини з ГПМК +HSF-1
	3,137±0.519*
	3,636±0,699**#

	Тварини с ГПМК +глутамін
	0,985±0,466
	0,884±0,416

	Тварини з ГПМК +пірацетам
	0,615±0,812
	0,965±0,361


Примітка: p–рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою критерію t-Ст’юдента, * - р < 0,05 відносно УО, **- р < 0,05 відносно контролю, # − p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам
Таким чином, отримані результати підтверджують здатність досліджуваних препаратів активізувати систему ендогенної нейропротекції, а саме експресію генів адаптаційної системи HIF. Досліджувані препарати за рахунок підвищення рівня білку шаперону 70 підтримують життедіяльність субодиниці Hif-1α і активують синтез білку HIF, який підвищує експресію адаптаційних факторів, таких як: еритропоетин, ендотеліальний фактор росту судин, ферменти гліколізу (лактатдегідрогеназа, піруватдегідрогеназа, фосфофруктокіназа, альдолаза та ін.), а також забеспечує роботу альтернативних енергетичних систем в умовах гіпоксії ( малат-аспартатний човниковий механізм) [1, 18, 205].
Тамоксифен є селективним естроген-рецепторним модулятором і реалізує свою дію через ЕР-α і ЕР-β рецептори. В результаті взаємодії препарату з рецепторами відбувається вивільнення рецепторносвязанного білку теплового шоку HSP70 [21, 85]. Ймовірно, в умовах гострої церебральної ішемії тамоксифен безпосередньо впливає на експресію основних транскрипційних факторів і підсилює транскрипцію генів Hif-1α, що є одним з механізмів його нейропротективної дії (табл. 5.3).
Фактор теплового шоку-1 також підвищував експресію мРНК Hif-1α, але за силою дії поступався тамоксифену. Механізм дії HSF-1 пояснюється тим, що він є транскрипційним фактором експресії генів HSP70, в результаті білки шаперони стабілізують білок HIF-1α в умовах гіпоксії, і, спричиняють активацію експресії мРНК Hif-1α (табл. 5.3).

Механізм дії глутаміну грунтується на його здатності відновлювати пул основного неферментативного компонента антиоксидантної системи глутатіона відновленого. Підвищення рівня останнього призводить до зменшення оксидативного стресу, збільшення активності супероксид​дисмутази і каталази, і попереджає пошкодження генів і білків [1, 18, 29]. Підвищення експресії мРНК Hif-1α обумовлює збільшення рівня білку 
Hif-1α, який в умовах гіпоксії стабілізується і активує транскрипцію основних адаптаційних факторів VEGF, EPO, HSPs [29, 82, 142, 158, 167]. Особливістю нейропротективної дії мелатоніну є здатність активізувати HIF-ланки ендогенної нейропротекції опосередковано через стимуляцію експресії мРНК Hif-3α, який виконує цитопротекторну дію в умовах гіпоксії.
5.3. Дослідження антиоксидантної активності модуляторів системи HSP70: тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 та глутаміну в гострому періоді (4 доба) експериментальної церебральної ішемії

Відомо, що в основі механізмів пошкодження нейронів в умовах гіпоксії лежить оксидативний стрес, що индукується «глутаматною ексайтотоксичністю» і гіперпродукцією NO. Паралельно спостерігається гальмування активності антиоксидантних ланок ендогенної нейропротекціі, що провокує незворонє пошкодження клітин головного мозку і стрімке зниження когнитивно-мнестичних функцій ЦНС [20, 51, 163, 166].

Наші результати підтверджують наявність ішемічного пошкодження у експериментальних тварин на 4 добу ГПМК. Так, рівень нітротирозину в групі контролю підвищувався на 553,5% (р˂0,05), рівень АФГсп/ст і КФГсп/ст був вище на 84,7% - 92,4% (р ˂ 0,05) і 108,7% - 110,5% (р ˂ 0,05) щодо УО групи (табл. 5.5). При цьому активність СОД групи контролю була знижена на 52,3% (р ˂ 0,05) (табл. 5.6). Отримані дані свідчать про тотальне падіння активності антиоксидантного захисту нейронів, накопичення продуктів вільнорадикального окислення і нездатності механізмів ендогенної нейропротекції перервати нейродеструктивний каскад. Підтвердженням цього висновку служить зниження концентрації HSP70 в цитоплазмі і мітохондріальній фракції головного мозку в 9,7 і 3,2 рази щодо УО (табл. 5.6).
Гостра церебральна ішемія призводить до запуску каскаду нейродеструктивних ушкоджень, ключовою ланкою якого є утворення АФК (супероксид-радикала, NO-радикала, гідроксилрадикала і ін.). Надмірна кількість АФК окислює SH-, NH2- групи макромолекул, дестабілізує антиоксидантну активність ферментів, активізує фактори транскрипції NF- κВ, АРО-1, підвищує активність iNOS і рівень прозапальних цитокінів. Одним з найбільш вивчених факторів, здатних запускати апоптоз є оксид азоту (NO) – одна з ключових сигнальних молекул, що регулює функції нервової , імунної і серцево-судинної систем організму [163, 166]. Багатьма роботами була продемонстрована важлива роль NO в механізмах нейродеструкціі при ішемії, на фоні призначення селективних інгібіторів нейрональної та індуцибельної ізоформ NO-синтаз, а також в дослідах на тваринах з дефіцитом гена, що кодує iNOS. Встановлено, що концентрація NO починає зростати з перших хвилин ішеміі і досягає максимуму на 1-3добу. На цьому етапі NO бере участь в активації фосфоліпаз, утворені гідроксил-радикала, модуляції NMDA-рецепторів. В постішемчному періоді спостерігається гіперпродукція NO макрофагами і нейтрофілами, що призводить до відкриття мітохондріальної пори та ініціації апоптозу [166]. Основними дериватами NO в клітинах є пероксинітрит (ONOO-), нітроксил (NO-) і нітрозоній (NO+), які реалізують програму нитрозативного стресу за рахунок взаємодії з тіольними, фенольними, гідроксильними і аміногрупами білків і ДНК. В результаті відбувається десентитація рецепторних комплексів, пригнічення функцій мітохондріального апарата і деструкція нуклеїнових кислот. Першочерговою ланкою антиоксидантного захисту клітин вважається СОД, яка регулює рівень АФК за рахунок нейтралізації супероксид радикала. В умовах інтенсивного і пролонгованого оксидативного стресу спостерігається пригнічення активності СОД [48, 169]. 
Введення досліджуваних препаратів різною мірою відновлювало активність антиоксидантної системи і зменшувало вираженість оксидативного і нітрозуючого стресу (табл. 5.5). Так, найбільш виражену антиоксидантну дію виявляв мелатонін. В цитозольній фракції мозку тварин, які отримували мелатонін спостерігалося зниження рівня нітротирозину на 66,4% (р˂0,05), рівень АФГсп/ст і КФГсп/ст був нижче на 32,5% - 35,5% (р˂0,05) і 34,8% - 37,9% (р˂0,05) щодо контрольної групи (табл. 5.5). У той же час, активність СОД в цитоплазмі підвищувалася на 84,7% (р˂0,05) (табл. 5.6), а рівень HSP70 в цитоплазмі і мітохондріальної фракції підвищувався в 2,6 (р˂0,05) і 1,2 (р˂0,05) рази щодо контролю (табл. 5.6).
Така дія мелатоніну пояснюється, по-перше, його хімічною структурою. Індольне кільце мелатоніну виступає в якості електоронодонора, що зменшує кількість реакційноздатних акцепторних радикалів, і, в першу чергу, гідроксил радикала. [71, 91]. Таким чином, мелатонін виконує функцію вільнорадикальної «пастки» в умовах оксидативного стресу. По-друге, мелатонін підвищує рівень СОД, що обумовлено його здатністю підвищувати транслокацию ядерного фактора Nrf2 в ядро, який зв’язується з ДНК-промотором і ініціює транскрипцію антиоксидантних генів і їх білків (в тому числі, СОД) [39, 41, 160]. Також мелатонін безпосередньо підвищує рівень HSP70 і експресію мРНК HSP70 за рахунок активації системи мелатонінових цитоплазматичних і ядерних рецепторів [193].
Таблиця 5.5
Рівень маркерів оксидативного і нитрозуючого стресу в цитозольній фракції кори головного мозку щурів на 4 добу церебральної ішемії і на фоні введення модуляторів системи HSP70 (4 доба;М±m, n=10)

	Група тварин (n=10)
	АФГ сп. ум.од/г білку
	КФГ сп. ум.од/г білку
	АФГ ст. ум.од/г білку
	КФГ ст. ум.од/г білку
	Нітротирозин, нмоль/г білку

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Умовнооперовані тварини (УО)
	9,57±0,68
	6,37±0,53
	13,76±1,01
	10,69±0,90
	10,19±0,80

	Тварини з ГПМК
	18,41±1,36у
	13,41±0,95 у
	25,42± 1,59у
	22,31±1,5 у
	66,59±13,1у

	Тварини з ГПМК+тамоксифен
	12,37±0,55**
	8,68±0,41**
	17,99± 0,86**
	14,19± 1,01**
	20,39± 0,96**

	Тварини з ГПМК+мелатонін
	11,88±0,69**
	8,75±0,63**
	17,17± 1,26**
	13,86± 1,11*
	22,4± 1,91**

	Тварини з ГПМК+HSF-1
	12,89±0,7**
	9,57± 0,64у**
	19,71± 1,28у **
	15,77± 1,19у **
	20,04± 1,77**

	Тварини з ГПМК+глутамін
	13,19± 0,88у**
	9,54± 0,90у**
	18,92± 1,02**
	15,47± 0,95**
	26,63± 2,47**

	Тварини з ГПМК +пірацетам
	12,71±0,72**
	8,64±0,90**
	18,79± 1,49**
	14,12± 1,13**
	24,46± 2,13**


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA (тест Тьюкі), у – p < 0,05 відповідно до УО, **− p < 0,05 відповідно до контрольної групи, #− p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам.
Введення тамоксифену тваринам з церебральною ішемією призводило до зменшення рівня АФГсп/ст, КФГсп/ст і нітротирозину на 29,2% - 32,8% (р˂0,05), 35,3% - 36,4% (р˂0,05) і 69,4% (р˂0,05) відповідно щодо контрольної групи (табл. 5.5). При цьому активність СОД підвищувалася на 50,2% (табл. 5.6), а рівень HSP70 в цитоплазмі і мітохондріальної фракції підвищувався в 5,1 (р˂0,05) і 1,5 (р˂0,05) рази щодо контролю (табл. 5.6). Взаємодія тамоксифену з естрогеновими рецепторами (ER) призводить до від’єднання від останніх інактивованих молекул HSP70 [85]. Білок-шаперон нормалізує редокс статус нейронів шляхом відновлення ферментативної активності антиоксидантних систем [72]. Також, нами встановлено прямий вплив тамоксифена на експресію мРНК HSP70 [136].
Введення HSF-1 при ГПМК призводило до зниження рівня нітротирозину на 69,9% (р˂0,05), рівень АФГсп/ст і КФГсп/ст був нижче на 22,5% - 30% (р˂0,05) і 28,7% - 29,3% (р˂0,05) щодо контрольної групи (табл. 5.5). У той же час, активність СОД підвищувалася на 49,6%, а рівень HSP70 в цитоплазматичній і мітохондріальній фракції підвищувався в 11,3 (р˂0,05) і 2,6 (р˂0,05) рази щодо контролю (табл. 5.6). Відомо, що HSF-1 є транскрипційним фактором HSP70. При попаданні HSF-1 в клітину відбувається його тримеризація з подальшим надходженням в ядро, де він взаємодіє з елементами транскрипції і запускає процес експресії генів HSP70. [82, 203, 211]. Високий рівень HSP70 забезпечує захисну дію за рахунок шапероної функції, а також попереджає процес апоптозу зони пенумбри.

За тлі введення глутаміну спостерігалося зниження рівня нітротирозину на 60% (р˂0,05), рівень АФГсп/ст і КФГсп/ст був нижче на 25,6% - 28,4% (р˂0,05) і 28,9% - 30,7% (р˂0,05) відповідно щодо контролю (табл. 5.5), активність СОД підвищувалася на 41,8% (табл. 5.6), а рівень HSP70 в цитоплазматичній і мітохондріальній фракції підвищувався в 1,5 (р˂0,05) і в 1,1 рази щодо контролю (табл. 5.6). Оскільки глутамін є попередником неферментативного ланки тіол-дисульфідній системи – глутатіону, препарат стабілізує редокс статус ішемізованих клітин, відновлює транскрипційні функції ядра і знижує ступінь пошкодження білкових структур [126, 130, 140, 146]. Прямий вплив на рівень HSP70 у глутаміну був менш виражений, відносно з попередніми препаратами.

Референс-препарат пірацетам також зменшував вираженість оксидативного стресу і знижував рівень АФГсп/ст, КФГсп/ст і нітротирозину на 26,1% - 31% (р˂0,05), 35,6% - 36,7% (р˂0,05)  і 63,3% (р˂0,05) відповідно щодо контролю (табл. 5.5). Активність СОД на тлі введення пірацетаму підвищувалася на 54,6%, при цьому рівень HSP70 достовірно підвищувався тільки в цитозольних фракції мозку в 1,3 рази щодо контрольної групи (табл. 5.6).
Таблиця 5.6
Активність супероксиддисмутази (СОД) (цитозольна фракція) і концентрація білку HSP70 (цитозольна і мітохондріальна фракції ) головного мозку щурів з ГПМК (4 доба;М±m, n=10)

	Група тварин, (n=10)
	СОД, у.о./мг білку/хв
	HSP70 , цитозольна фракція, нг/мл
	HSP70 , мітохондріальна фракція, нг/мл

	1
	2
	3
	4

	Умовнооперовані тварини (УО)
	135,92±12,20
	16,83±0,64
	8,60±0,58

	Тварини з ГПМК
	64,83±5,29 у
	1,73±0,11 у
	2,72±0,19 у*

	Тварини з ГПМК +тамоксифен
	97,4±8,22 у
	8,81±0,51 у**#
	4,15±0,20 у**#

	Тварини з ГПМК +мелатонін
	119,72±9,18 у**
	4,55±0,27 у**#
	3,3±0,19 у

	Тварини з ГПМК +HSF-1
	96,98±8,49 у
	19,50±1,05 у**#
	7,08±0,23 у**#

	Тварини с ГПМК +глутамін
	91,91±6,56 у
	2,61±0,16 у**
	3,01±0,17 у

	Тварини с ГПМК +пірацетам
	100,20±8,18
	2,24±0,17 у**
	2,80±0,19 у


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA (тест Тьюкі), у – p < 0,05 відповідно до УО, **− p < 0,05 відповідно до контрольної групи, #− p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам
Таким чином, отримані результати підтверджують наявність антиоксидантної активності у досліджуваних препаратів, яка реалізується в умовах гострого порушення мозкового кровообігу шляхом модуляції HSP70-опосередкованих механізмів ендогенної нейропротекції [12].
5.4. Вплив тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 та глутаміну на ферментативну і неферментативну ланку тіол-дисульфідної антиокси​дантної системи головного мозку щурів в гострому періоді (4 доба) експериментальної церебральної ішемії
Гіпоксія інтенсифікує процеси окиснення, тобто, утворення значної кількості активних форм кисню, що супроводжуються ініціацією ПОЛ і окиснювальною модифікацією білків. Встанοвлено, що патологічні зміни в нейрональній клітині безпосередньо виникають при надмірному синтезі активних форм кисню та азоту, тобто, в стані, який називають оксидативним стресом [67]. При цьому відбувається пошкодження найбільш важливих клітинних структур – нуклеїнοвих кислот, ДНК, білків, ферментів, і ліпідів біслоя. Антиоксидантна система здійснює контроль за активними кисневими метаболітами, вільними радикалами, продуктами ліпопероксидації, субстратами і каталізаторами пероксидазних реакцій, регулює збалансова​ність прооксидантно-антиоксидантної рівноваги, а також забезпечує активацію фізіологічних і біохімічних механізмів, які запобігають надмірну продукцію активних форм кисню [4, 128, 138, 166, 240]. Система глутатіону приймає провідну участь в підтримці в тканинах ТДР за рахунок перетворення відновленої форми глутатіону в окиснену [65, 68], яка необхідна для здійснення таких процесів життєдіяльності клітин, як робота мембранних структур, діяльність цитоскелету, клітинний розподіл, регуляція активності гормонів пептидної структури. При цьому, ефективність функціонування глутатіонової дісульфідредуктазної системи багато в чому визначається як активністю глутатіонредуктази та глутатіонтрансферази, так і співвідношенням концентрацій відновленої і окисненої форми глутатіону [42, 43, 65]. 
Ряд зарубіжних авторів вказують, що система глутатіону і білків теплового шоку знаходяться в тісній взаємодії і підвищують стійкість нейронів до гіпоксії [69, 216]. 
Так, в умовах гострої ішемії в групі контролю відмічалось зниження рівня HSP70 на 89,7% (р˂0,05) на фоні значного пригнічення роботи ТДС. В контрольній групі спостерігалось зниження концентрації глутатіону відновленого на 77,6% (р˂0,05), з одночасним підвищенням рівня глутатіону окисленого на 151% (р˂0,05) відносно умовнооперованої групи (табл. 5.7).
Порушення співвідношення GSH/GSSG супроводжувалося зниженням (р˂0,05) активності ферментів глутатіонової системи – GR і GST на 72,5% і 43,8% відносно умовнооперованої групи тварин (табл. 5.7).
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. 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. 
Призначення досліджуваних препаратів значно підвищувало рівень білку шаперону HSP70 і підтримувало активність ТДС. Найбільш активними в цьому аспекті були HSF-1, тамоксифен і мелатонін. Призначення HSF-1, тамоксифену і мелатоніну підвищувало рівень GSH в 4,1, 3,6 і 3,3 рази, при цьому рівень GSSG знижувався в 2,3, 1,8 і 1,6 рази. Активність ферментів GR і GST також достовірно підвищувалась – HSF-1 в 3,4 і 1,6 рази, тамоксифен в 2,7 і 1,4 рази, мелатонін в 2,5 і 1,5 рази відносно контрольної групи (табл. 5.7).
Таблиця 5.7
Дослідження впливу модуляторів системи HSP70: тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 та глутаміну на стан тіол-дисульфидної системи у щурів в гострому періоді експериментальної церебральної ішемії (4 доба;М±m, n=10)
	Групи
	HSP70, нг/мл
	GSH мкмоль/г білку
	GSSG мкмоль/г білку
	GR мкмоль/хв*г білку
	GST мкмоль хв*г білку

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Умовноперовані тварини
	16,83±0,64
	5,49±0,38
	0,43±0,10
	26,84±1,87
	22,40±1,98

	ГПМК
	1,73±0,11у
	1,23± 0,12 у
	1,08± 0,15 у
	7,37±0,72 у
	12,59±1,02 у

	ГПМК+тамоксифен
	8,81± 0,51у**#
	4,37± 0,38**
	0,59±0,13**
	20,02±1,54**
	17,34±1,81

	ГПМК+мелатонін
	4,55± 0,27у**#
	4,06± 0,31у**
	0,68±0,08
	18,16±1,52 у **
	19,41±1,43**

	ГПМК+HSF-1
	19,50± 1,05у**#
	4,99± 0,38**
	0,47±0,10**
	24,79±2,25**#
	20,66±1,76**

	ГПМК+глутамін
	2,61± 0,16у**
	3,85± 0,34у**
	0,70±0,08
	17,26±1,38 у **
	16,95±0,99

	ГПМК+пірацетам
	2,24± 0,17у**
	3,61± 0,33 у**
	0,80±0,13
	13,63±1,60 у
	15,47±1,62 у


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA (тест Тьюкі), у− p < 0,05 відповідно до УО, **− p < 0,05 відповідно до контрольної групи, #− p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам
Відновлення роботи глутатіон специфічних ферментів підстримує роботу ТДС. Глутатіонредуктаза генерує продукцію глутатіону відновленного з глутатіону окисленого за допомогою НАДФН, а глутатіонтрансфераза приймає участь в другій ланці детоксикаційного і антиоксидантного захисту за рахунок реакцій кон’югації з глутатіоном відновленим [65, 72]. В результаті селеннезалежної пероксидації GST відновлює гідроперекиси поліненасичених жирних кислот, холестеролу, фосфоліпідів. В результаті оксидативного стресу відбувається окиснення основних катехоламінів головного мозку з утворенням прооксидантних хінонових структур (норадренохром, адренохром, амінохром, допахром), які нейтралізуються за рахунок реакції кон’югації з глутатіоном відновленим за участю GST. Також GST регулює процеси редокс-чутливого сигналінгу за рахунок S-глутатіонілювання чутливих залишків цистеіну протеїнів [20, 21, 65, 72].
Таким чином, в реалізації нейропротективній дії тамоксифену, мелатоніну, HSF 1 та глутаміну лежить здатність підвищувати вміст HSP70, що призводить до відновлення роботи глутатіонспецифічних ферментів і стабілізації рівноваги між відновленими і окисленими формами глутатіону.
5.5. Дослідження впливу модуляторів системи HSP70: тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 та глутаміну на енергетичний обмін головного мозку в гострому періоді (4 доба) експериментальної церебральної ішемії

Гостра церебральна ішемія призводить до кисневого голодування, яке супроводжується порушеннями тканинного дихання, біологічного окиснення субстратів та енергопродукції в мітохондріях. В умовах лактат-ацидозу, гіперпродукції ексайтотоксичних амінокислот, зниження нормальної акумуляції Са2+ мітохондріями, прицільного пошкодження мембран мітохондрій АФК відбувається відкриття гігантських мітохондріальних пор і індукується апоптоз [20, 74, 176]. Таким чином формується вторинна мітохондріальна дисфункція, яка на сьогоднішній день розглядається як перспективна фармакологічна мішень для корекції різноманітних патологій [2, 4, 169]. 

Так, на 4-ту добу гострої церебральної ішемії в контрольній групі встановлено падіння мембранного потенціалу (Ψ) в 4 рази (р˂0,05), при цьому відкриття мітохондріальної пори (mPTP) зменшувалось в 3,2 рази (р˂0,05) відносно умовнооперованої групи (табл. 5.8). Такі данні підтверджують пошкодження мітохондріального апарату клітин головного мозку. 
Курсове введення модуляторів системи HSP70 значно зменшувало прояви мітохондріальної дисфункціі. Найбільш виражену мітопротективну дію виявляв мелатонін, який гальмував відкриття мітохондріальної пори в 2,5 рази (р˂0,05) на фоні зростання мембранного потенціалу мітохондрій в 3,5 рази (р˂0,05) відносно контрольної групи (табл. 5.8). Інші тест зразки також достовірно (р˂0,05) підвищували циклоспорин А-чутливе поглинання мітохондрій (HSF-1 в 1,9, тамоксифен в 1,7, глутамін в 1,5 рази відповідно), що свідчить про достовірне пригнічення розвитку мітохондріальної дисфункції. Водночас спостерігалось достовірне (р˂0,05) підвищення заряду мембран мітохондрій (тамоксифен в 2,9, HSF-1 в 2,7, глутамін в 1,9 рази відповідно) (табл. 5.8). Пірацетам достовірно підвищував тільки мембранний потенціал мітохондрій в 1,8 рази (р˂0,05) відносно контрольної групи (табл. 5.8).

Мітохондріальна пора, утворена трьома білками: транслокатором аденілових нуклеотидів, потенціалзалежним аніоним каналом і бензодіазепіновим рецептором, пронизує обидві мітохондріальні мембрани. Зв’язування іонів Са2+ з цим комплексом забезпечує проникливість останнього для низькомолекулярних речовин, які провокують зниження мембранного потенціалу і набухання матриксу, при цьому цілісність зовнішньої мембрани неминуче порушується і в цитоплазму виходять проапоптичні білки (AIF, Smac тощо). Неконтрольоване відкриття мітохондріальних пор призводить до втрати енергопродукуючої функції мітохондрій, виникає енергодефіцит [16, 20, 21, 48, 56, 188].
Так, на 4 ту добу церебральної ішемії в контрольній групі спостерігалось значне зниження відносно умовнооперованої групи рівня макроегрічних фосфатів АТФ і АДФ на 60,8% (р˂0,05) і 45,2% (р˂0,05) відповідно. При цьому рівень АМФ підвищувався на 104,4% (р˂0,05) (табл. 5.8), що свідчить про прогресуючий енергодефіцит і інтенсифікацію пошкодження, оскільки АМФ виконує роль прооксиданта.
Таблиця 5.8
Оцінка вмісту аденілових нуклеотидів і функціональної активності мітохондрій в головному мозку щурів на 4-ту добу церебральної ішемії і на фоні фармакологічної корекції модуляторами системи HSP70 (4 доба;М±m, n=10)
	Група тварин, (n=10)
	АТФ мкмоль/г тканини
	АДФ мкмоль/г тканини
	АМФ мкмоль/г тканини
	Циклоспорин-А-чутливе поглинання, у.о.
	Мембранний заряд,сафронін –О, Ψ

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Умовнооперовані тварини (УО)
	2,88±0,08
	0,56±0,03
	0,14±0,01
	1,37±0,12
	0,23±0,012

	Тварини з ГПМК
	1,13±0,06у
	0,31±0,03у
	0,28±0,02у
	0,43±0,04у
	0,058±0,005у

	Тварини з ГПМК +тамоксифен
	1,7±0,06у**
	0,39± 0,03у**
	0,15±0,01**
	0,746±0,06у**
	0,17±0,011**

	Тварини з ГПМК +мелатонін
	1,88± 0,07у**
	0,42± 0,02**
	0,13±0,013**
	1,086±0,09**
	0,202±0,01**

	Тварини з ГПМК +HSF-1
	2,28± 0,10**
	0,49± 0,02**
	0,13±0,012**
	0,835±0,082**
	0,158±0,01**

	Тварини с ГПМК +глутамін
	1,72± 0,12у**
	0,4±0,03**
	0,16±0,01**
	0,643±0,055у**
	0,112±0,013**

	Тварини с ГПМК +пірацетам
	1,47±0,11**
	0,36±0,04
	0,16±0,019**
	0,497±0,055
	0,103±0,011**


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA (тест Тьюкі), у− p < 0,05 відповідно до УО, **− p < 0,05 відповідно до контрольної групи, #− p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам
Відомо, що порушення кисневого режиму тканин, дискоординація в циклі Кребса, активація анаеробного глколізу, метаболічний ацідозтрансміттерний аутокоїдоз, порушення акумуляції Са2+ мітохондріями, пошкодження мембрани мітохондрій АФК і NO посилює відкриття пір і вивільнення апоптогенних білків з пошкоджених мітохондрій [20, 21, 48, 219]. Під дією АФК відбувається відкриття мітохондріальних пор і падіння заряду мітохондрій. Відкриття пір відбувається за рахунок окиснення або нітрозування тіольний груп цистеїнзалежної ділянки білку внутрішньої мембрани мітохондрій (АТФ/АДФантіпортер), що перетворює його в проникний неспецифічний канал – пору. Відкриття пір перетворює мітохондрії з «електростанцій» в «топку» субстратів окиснення без утворення АТФ [20, 21, 48, 138].
На фоні введення модуляторів системи HSP70 спостерігалось підвищення рівнів макроергів. Найбільш ефективну дію проявляв HSF-1, який підвищував рівні АТФ і АДФ на 101,8% (р˂0,05) і 58,1% (р˂0,05), при цьому рівень АМФ зменшувався на 53,6% (р˂0,05) відповідно до контрольної групи (табл. 5.8). Інші тест зразки також позитивно впливали на енергетичний обмін в головному мозку і достовірно (р˂0,05) підвищували рівень АТФ-АДФ: тамоксифен на 50,4-26,5% (р˂0,05), мелатонін на 66,4-36,5% (р˂0,05), глутамін на 52,2-29% (р˂0,05). Пірацетам достовірно (р˂0,05) підвищував тільки рівень АТФ на 30%. Паралельно всі тест зразки достовірно (р˂0,05) знижували рівень прооксиданта АМФ: тамоксифен на 46,4%, мелатонін на 53,6%, глутамін і пірацетам на 42,9% (табл. 5.8).
Для більш глибокої оцінки порушення енергетичного обміну були визначені його основні параметри: енергетичний заряд (ЕЗ), енергетичний потенціал (ЕП), індекс фосфорилювання(ІФ), термодинамічний контроль дихання (ТКД). В групі контролю відмічалось падіння ЕЗ в 1,2 рази відносно групи умовнооперованих тварин, що свідчить про спустошення системи АТФ/АДФ/АМФ макроергичними зв’язками [20, 21, 138]. Показники ЕП, ІФ і ТКД також мали достовірну (р˂0,05) тенденцію до зниження: в 1,3, 2,1, 3,7 рази відповідно до умовнооперованої групи (табл. 5.9). Зниження ІФ свідчить про зменшення АТФ до інших фракцій аденілових нуклеотидів, а падіння ТКД про виснаження дихального ланцюга мітохондрій внаслідок пригнічення фосфорилювання. Зниження швидкості окисного фосфорилювання приводить до зниження експресії генів і синтезу білків, зменшенню коефіцієнта АТФ/АДФ+АМФ і активації фосфофруктокинази, яка інтенсифікує анаеробний гліколіз [20, 21, 48, 138].
Таблиця 5.9
Оцінка параметрів енергообміну в головному мозку щурів на 4-ту добу церебральної ішемії і на фоні фармакологічної корекції модуляторами системи HSP70 (4 доба;М±m, n=10)
	Група тварин, (n=10)
	Енергетичний заряд
	Енергетичний потенціал
	Індекс фосфор илювання
	Термодинамичний контроль дихання

	1
	2
	3
	4
	5

	Умовнооперовані тварини (УО)
	0,88±0,005
	5,31±0,31
	4,25±0,23
	4,40±0,5

	Тварини з ГПМК
	0,75±0,013у
	4,00±0,43у
	1,97±0,12у
	1,16±0,12у

	Тварини з ГПМК +тамоксифен
	0,85± 0,007**
	4,7±0,54
	3,27±0,26**
	2,78±0,28**

	Тварини з ГПМК +мелатонін
	0,86± 0,004**
	4,45±0,26
	3,41±0,18 **
	3,78±0,59**

	Тварини з ГПМК +HSF-1
	0,87± 0,006**
	4,76±0,30
	3,70±0,19**
	3,96±0,44**

	Тварини с ГПМК +глутамін
	0,85± 0,006**
	4,74±0,31
	3,21±0,25**
	2,26±0,24**

	Тварини с ГПМК +пірацетам
	0,83± 0,011**
	4,29±0,36
	2,96±0,27у**
	2,6±0,39у**


Примітка: у - р < 0,05 відносно УО, **- р < 0,05 відносно контролю

На фоні призначення досліджуваних тест зразків відбувалося відновлення основних параметрів енергетичного обміну. Лідируючу позицію в відновлені макроергичного балансу займав фактор теплового шоку HSF-1, який достовірно (р˂0,05) підвищував ЕЗ, ІФ і ТКД відносно контрольної групи в 1,2, 1,9 і 3,4 рази відповідно (табл. 5.9). В інших групах також спостерігалось підвищення відносно контролю ЕЗ ( тамоксифен, мелатонін, глутамін, пірацетам в 1,1 рази (р˂0,05)), ІФ ( тамоксифен і мелатонін в 1,7 рази (р˂0,05), глутамін в 1,6 рази (р˂0,05), пірацетам в 1,5 рази (р˂0,05)) та ТКД ( мелатонін в 3,3 рази (р˂0,05), тамоксифен в 2,4 рази (р˂0,05), глутамін в1,9 рази (р˂0,05), пірацетам в 2,2 рази (р˂0,05)). Всі тест зразки мали тенденцію до підвищення енергетичного потенціалу мітохондрій, яка, однак, не була достовірно підтверджена (табл. 5.9).

ГПМК призводить до порушення всіх ланок енергетичного метаболізму, серед яких важливу роль відіграють інтермедіати вуглеводного обміну. Так, на 4 добу експериментальної ішемії було зареєстровано значне підвищення рівня лактату на 130,1% (р˂0,05), на фоні зниження рівня пірувату і малату на 56,6% (р˂0,05)і 55,6% (р˂0,05) відповідно. Дані свідчать про остаточний перехід клітин на анаеробне дихання і, як наслідок, накопичення недоокисненого лактату, зниження рівня пірувату і формування лактат-ацидозу. Водночас в групі контролю встановлено різке падіння активності НАД-МДГм на 63,2% (р˂0,05) (табл. 5.10), що говорить про пригнічення транспортної і енергопродукуючої функції мітохондрій і пригнічення активності компенсаторного малат-аспартатного човникового механізму [15, 21, 138].
Призначення модуляторів HSP70 приводило до нормалізації основних ланок енергетичного обміну – гальмуванню малопродуктивного анаеробного гліколізу і виробленню АТФ за рахунок активації енергетично більш продуктивних систем, зокрема, за рахунок малат-аспартатного шунта. Так, введення модуляторів HSP70 знижувало рівень лактату: HSF-1 на 50,2% (р˂0,05), мелатонін на 33,7% (р˂0,05), тамоксифен на 27,1% (р˂0,05) відносно контрольної групи. Паралельно відмічалося достовірне (р˂0,05) підвищення рівня пірувату (HSF-1 на 108,7%, мелатонін на 65,2%, тамоксифен на 47,8% ) і малату (HSF-1 на 133,3%, мелатонін і тамоксифен на 75% ). Введення глутаміну достовірно (р˂0,05) підвищувало вміст лише малату на 50%. Референс препарат пірацетам навпаки провокував лактат-ацидоз, про що свідчить підвищення вмісту лактату на 28,7% (р˂0,05) відносно контрольної групи. Всі досліджуємі тест-зразки достовірно (р˂0,05) відновлювали активність НАД-МДГм, лідируючу позицію займав HSF-1, на фоні введення якого активність НАД-МДГм зростала в 2,7 (р˂0,05) рази відносно контролю (табл. 5.10). Підвищення активності НАД-МДГм в мітохондріях головного мозку тварин з ГПМК, які отримували модулятори HSP70 відбувалося на фоні підвищення у них рівня малату, что свідчить про активацію під дією цих препаратів компенсаторного малат-аспартатного човникового механізму[21, 138].
Таблиця 5.10
Оцінка параметрів вуглеводного-енергетичного обміну в головному мозку щурів на 4-ту добу церебральної ішемії і на фоні фармакологічної корекції модуляторами HSP70 (4 доба;М±m, n=10)
	Група (n=10)
	Піруват,

мкмоль/г тканини
	Лактат,

мкмоль/г тканини
	Малат,

мкмоль/г тканини
	НАД-МДГм,

мкмоль/г тканини/хв

	1
	2
	3
	4
	5

	Умовнооперовані тварини УО
	0,53±0,022
	2,76±0,185
	0,27±0,022
	1,56±0,118

	ГПМК
	0,23±0,013*
	6,35±0,436*
	0,12±0,009*
	0,58±0,079*

	ГПМК+тамоксифен
	0,34±0,015**
	4,63±0,203**
	0,21±0,018**
	1,21±0,103**

	ГПМК+мелатонін
	0,38±0,023**
	4,21±0,203**
	0,21±0,014**
	1,28±0,082 **

	ГПМК+HSF 1
	0,48±0,027**
	3,16±0,206**
	0,28±0,016**
	1,53±0,123**

	ГПМК+глутамін
	0,29±0,027
	5,3±0,275
	0,18±0,023**
	0,97±0,09**

	ГПМК+пірацетам
	0,26±0,03
	8,17±0,61**
	0,16±0,019
	0,69±0,097


Примітка: * - р < 0,05 відносно УО, **- р < 0,05 відносно контролю.
Встановлені зміни енергетичного метболізму в ішемізованому головному мозку тварин відбувалися на фоні змін концентрації HSP70 в цитозолі та мітохондріях нейронів головного мозку. В групі контролю на 4 добу ішемії спостерігалося зниження концентрації HSP70 і в цитозольній, і в мітохондріальній фракції: на 89,7% (р˂0,05) і на 68,4% (р˂0,05) відповідно по фракціям відносно УО (табл. 5.11). Подібний факт підтверджує наші попередні роботи, якими відзначався паралелізм в змінах рівня малату і активності НАД-МДГ мітохондрій, цитоплазматичної АсТ і вмістом HSP70 і HIF-1a. [21, 138, 169].
Призначення досліджуваних препаратів мало позитивний вплив на відновлення рівня HSP70 різного ступеня вираженості. Так, лідируючу позицію зайняв фактор теплового шоку HSF-1: відмічалося збільшення (р˂0,05) рівня HSP70 в 11,3 рази (цитозоль) і в 2,6 рази (мітохондріі) відносно контролю. Призначення тамоксифену збільшувало рівень HSP70 в 5,1 рази (цитозоль) і в 1,5 рази (мітохондрії). На фоні призначення мелатоніну цитозольний HSP70 підвищувався в 2,6 (р˂0,05) рази, мітохондріальний HSP70 – в 1,2 (р˂0,05) рази відносно контролю. Курсове призначення глутаміну достовірно (р˂0,05) підвищувало рівень білку шаперону 70 в цитозольній/мітохондріальній фракції в 1,5/1,1 (р˂0,05) рази відносно контролю (табл. 5.11).
Таким чином, позитивні модулятори HSP70 здатні відновлювати енергопродукуючу функцію мітохондрій в умовах ГПМК. Дія фактора теплового шоку HSF-1 обумовлена його фізіологічною транскрипціоною активністю по відношенню до сімейства HSPs. Введення HSF-1 призводить до експресії генів, відповідальних за подальшу трансляцію білку HSP70 в цитоплазмі і мітохондріях. Високий рівень HSP70 підтримує функціонування альтернативного малат-аспартатного шляху продукції АТФ, про що говорить високий рівень НАД-МДГм на фоні призначення HSF-1. HSF-1 в умовах ішемії підвищує експресію HSP70, який пролонгує HIF-1a [15, 21], а також самостійно підтримує експресію НАД-МДГм, тим самим тривало підтримуючи активність малат-аспартатного човникового механізму [21].
Таблиця 5.11
Концентрація білку HSP70 в цитозольній и мітохондріальній фракції головного мозку щурів на 4-ту добу церебральної ішемії і на фоні фармакологічної корекції модуляторами HSP70 (4 доба;М±m, n=10)
	Група (n=10)
	HSP70 , цитозольна фракция, нг/мл
	HSP70 , мітохондріальна фракція, нг/мл

	1
	2
	3

	Умовнооперовані тварини УО
	16,83±0,64
	8,60±0,58

	ГПМК
	1,73±0,11 у
	2,72±0,19 у*

	ГПМК+тамоксифен
	8,81±0,51 у**#
	4,15±0,20 у**#

	ГПМК+мелатонін
	4,55±0,27 у**#
	3,3±0,19 у

	ГПМК+HSF 1
	19,50±1,05 у**#
	7,08±0,23 у**#

	ГПМК+глутамін
	2,61±0,16 у**
	3,01±0,17 у

	ГПМК+пірацетам
	2,24±0,17 у**
	2,80±0,19 у


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою дисперсійного аналізу ANOVA (тест Тьюкі), у− p < 0,05 відповідно до УО, **− p < 0,05 відповідно до контрольної групи, #− p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам
Мелатонін в умовах ішемії підвищує рівень HSP70 за рахунок активації мелатонінових рецепторів МТ1 і МТ2 [7, 193]. Окрім цього, унікальна будова молекули мелатоніну робить його ефективним скавенджером АФК/АФА і попереджає тотальне пошкодження поліпептидних зв’язків, інактивацію ферментних систем, антиоксидантних ланок ендогенної протекції, в тому числі, HSP70. Також мелатонін здатен проявляти цитопротекторну дію за рахунок підтримки активності глутатіонпероксидази, Cu, Zn- і Mn-супероксиддисмутази, та γ-глутамілцистеїнлігази [39, 41]. Разом з тим, відмічається здатність гормона інгібувати ряд прооксидантних ферментів, таких як ліпоксигеназа і NО-синтаза, що в умовах ішемії/реперфузії зменшує продукцію АФК. Позитивний плив мелатоніну на енергетичний обмін пояснюється його здатністю попереджати пошкодження аконітатгідролази і підтримувати, таким чином, цикл Кребсу на етапі цитрат-ізоцитрат [91, 160].
Синтетичний модулятор естрогенових рецепторів – тамоксифен активує ER-β рецептори, які в умовах спокою інактивовані за рахунок приєднання білків HSP70. Під впливом препарату відбувається від’єднання молекул-шаперону і підвищення його мітопротективної активності. Окрім цього, нашими попередніми дослідженнями встановлена пряма геномна протекція тамоксифену по відношенню до мРНК Hsp70 [85]. Тамоксифен також здатний виявляє мітопротективну дію, захищаючи мембранні структури міохондрій від впливу АФК і, тим самим, зберігати функціональну активність цих органел [85].
Глутамін виступає в якості субстрату для відновлення виснажених ресурсів тіол-дисульфідної системи, а саме, глутатіону [130]. Підвищення рівня відновлених форм глутатіону відновлює внутрішньоклітинний редокс-потенціал і сигналінг/активність транскрипційних факторів. Підтримка оптимального співвідношення відновлених і окислених форм глутатіону є важливою ланкою збереження життєдіяльності клітин [152, 154, 173, 221]. Також глутатіон попереджає пошкодження структури HSP70 в умовах оксидативного стресу, підтримуючи його цитопротективні функції.
5.6. Дослідження впливу модуляторів системи HSP70: тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 та глутаміну на морфо-функціональні показники клітин IV-V шарів сенсомоторної зони кори головного мозку щурів в гострому періоді (4 доба) експериментальної церебральної ішемії

Розвиток енергетичного дефіциту і лактат-ацидозу внаслідок ГПМК безпосередньо впливає на пошкодження клітинних мембран, змінюючи їх фізико-хімічні властивості, сприяючи підвищенню проникності нейронів і ендотелію судин. Існує припущення, що одним з найбільш важливих механізмів пошкоджуючої дії ацидозу є морфо-функціональне роз’єднання нейронально-гліальних зв’язків [36, 55, 81].
При мікроскопічному дослідженні зрізів головного мозку щурів, яким відтворювали ішемічний інсульт, відмічалися деструктивно змінені нейрони ( пошкодження клітинної стінки, зморщування клітин), а також нейрони з морфофункціональними змінами (порушення розмірів тіл нейронів, накопичення РНК в клітинах) [19, 81, 95, 97].
Моделювання ГПМК на 4 добу експерименту приводило до зменшення щільності і площі тіл нейронів на 37,9% (р˂0,05) і 32,2%(р˂0,05), рівень РНК в нейронах зменшувався на 35,1% (р˂0,05) відносно умовнооперованих тварин (табл. 5.12).
Таблиця 5.12
Оцінка морфо-функціональних показників нейронів IV-V шарів сенсомоторної зони кори головного мозку щурів на 4-ту добу церебральної ішемії і на фоні фармакологічної корекції модуляторами системи HSP70 (4 доба;М±m, n=10)
	Группа (n=10)
	Щільність нейронів (нейрон/мм2)
	Площа нейронів (мкм2)
	Вміст РНК (Еощ)

	1
	2
	3
	4

	Умовнооперовані УО
	1319,8±22,23
	443,95±10,27
	7,61±0,13

	ГПМК
	819,6±67,04у
	301,18±10,35у
	4,32±0,08у

	ГПМК+тамоксифен
	1018,5±73,26у
	321,49±7,06у
	5,8±0,103**

	ГПМК+мелатонін
	1286,1±66,98**#
	395,52±11,25**#
	6,08±0,11**#

	ГПМК+HSF 1
	1343,3±20,53**#
	400,05±10,12**#
	8,28±0,15**#

	ГПМК+глутамін
	1004,4±68,63у
	318,11±7,93у
	4,942±0,102**

	ГПМК+пірацетам
	870,95±49,83у
	312,73±9,77у
	4,54±0,11у


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою критерію Kruskal-Wallis, у− p < 0,05 відповідно до УО, **− p < 0,05 відповідно до контрольної групи, #− p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам.
На фоні введення тест-зразків спостерігалось відновлення морфо-функціональних показників нейронів. Так, HSF-1, мелатонін, тамоксифен і глутамін збільшували щільності нейронів (на 63,9, 56,9, 24,6 і 22,5%) і площу нейронів (на 32,8, 31,2, 6,7 і 5,6%) відповідно по відношенню до контролю. Вміст РНК в нейронах достовірно (р˂0,05) збільшували HSF-1 на 91,7% і мелатонін на 40,7% відносно контролю. Введення референс-препарату виявляло позитивний вплив на стан нейронів, який не мав достовірного підґрунтя (табл. 5.12).

ГПМК на 4 добу експерименту приводило до виражених нейродегенеративних процесів в нейроглії [175], що виявлялося в зменшенні щільності і площі тіл клітин глії на 16,2 і 24,1%, а також зменшенні вмісту РНК на 11,3% відносно умовнооперованої групи (табл. 5.13).
Таблиця 5.13
Оцінка морфо-функціональних показників нейроглії IV-V шарів сенсомоторної зони кори головного мозку щурів на 4-ту добу церебральної ішемії і на фоні фармакологічної корекції модуляторами системи HSP70 (4 доба;М±m, n=10)
	Группа (n=10)
	Щільність гліальних клітин (клітин/мм2)
	Площа гліальних клітин (мкм2)
	Вміст РНК в гліальних клітинах (Еощ)

	1
	2
	3
	4

	Умовнооперовані УО
	222,65±17,18
	64,18±1,89
	6,02±0,18

	ГПМК
	186,6±13,45
	48,71±1,23у
	5,74±0,20

	ГПМК+тамоксифен
	204,2±19,52
	55,2±1,61
	5,865±0,20

	ГПМК+мелатонін
	205,05±13,97
	63,7±1,58
	6,02±0,19

	ГПМК+HSF 1
	210,15±15,08
	63,34±2,41
	9,771±0,25у**#

	ГПМК+глутамін
	202,3±13,77
	60,78±1,61
	6,01±0,18

	ГПМК+пірацетам
	200,95±14,32
	56,514±1,66
	4,591±0,14


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою критерію Kruskal-Wallis, у− p < 0,05 відповідно до УО, **− p < 0,05 відповідно до контрольної групи, #− p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам
Призначення досліджуваних препаратів позитивно впливало на стан нейроглії. На фоні введення HSF-1, мелатоніну, тамоксифену і глутаміну збільшувалась щільність гліальних клітин (на 12,6, 9,9, 9,4 і 8,4%) і площа гліальних клітин (на 30,0, 30,8, 13,3 і 24,8%) відповідно по відношенню до контролю. Вміст РНК в нейроглії достовірно (р˂0,05) збільшували HSF-1 на 70,2%, відносно контролю (табл. 5.13).

Паралельно з порушенням морфофукціонального стану нейронів головного мозку щурів з ГПМК в групі контролю спостерігалось значне зростання щільності і частини апоптичних клітин в 4,6 і 6,0 рази (р˂0,05) (табл. 5.14) відповідно відносно умовнооперованої групи, що свідчить про активацію процессів некрозу і апоптозу. 
Таблиця 5.14
Оцінка щільності апоптичних і деструктивно змінених клітин IV-V шарів сенсомоторної зони кори головного мозку щурів на 4-ту добу церебральної ішемії і на фоні фармакологічної корекції модуляторами системи HSP70 (4 доба;М±m, n=10)
	Группа (n=10)
	Щільність апоптичних і деструктивних клітин на 1 мм2
	Доля апоптично змінених клітин, %

	1
	2
	3

	Умовнооперовані УО
	33,7±7,67
	4,07±1,07

	ГПМК
	156,9±24,11у
	24,37±3,77у

	ГПМК+тамоксифен
	93,65±23,39
	12,01±2,69

	ГПМК+мелатонін
	72,9±19,74
	9,99±2,1

	ГПМК+HSF 1
	58,75±20,45**
	7,11±1,96**

	ГПМК+глутамін
	100,1±26,33
	12,50±2,54

	ГПМК+пірацетам
	134,4±21,95у
	18,20±2,54у


Примітки: p–рівень статистичної значущості при порівнянні виборок за допомогою критерію Kruskal-Wallis, у− p < 0,05 відповідно до УО, **− p < 0,05 відповідно до контрольної групи, #− p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам
Найбільш виражену цитопротективну дію виявляв HSF-1, який достовірно (р˂0,05) зменшував щільність і долю апоптичних клітин в 2,7 і 3,4 рази відносно контролю. Призначення мелатоніну знижувало щільність апоптичних клітин в 2,1 рази, тамоксифену – в 1,7 рази , глутаміну – в 1,6 рази, пірацетаму – в 1,2 рази відносно контрольної групи. Доля апоптично змінених клітин також мала достовірну (р˂0,05) тенденцію до зниження під впливом всіх досліджуємих препаратів. HSF-1 знижував даний параметр в 3,4 рази, мелатонін в 2,4 рази, тамоксифен в 2,0 рази, глутамін в 1,9 рази, пірацетам в 1,3 рази відносно контролю (табл. 5.14).
Таким чином, гостре порушення мозкового кровообігу на 4 добу експерименту призводить до розвитку значних морфофункціональних порушень клітин IV-V шарів сенсомоторної зони кори головного мозку щурів. На фоні ішемії спостерігається зменшення кількості нейронів, підвищення деструктивно змінених клітин, а також пригнічення біосинтетичних функцій останіх, що виявляється в зменшенні кількості РНК в цитоплазмі [121]. Призначення препаратів модуляторів системи HSP70 виявляє нейропротективну дію, внаслідок чого підвищується щільність і площа нервових клітин, відновлюються транскрипційні і трансляційні процесси в нейронах, про що свідчить підвищення вмісту РНК.
5.7. Дослідження впливу модуляторів системи HSP70: тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 та глутаміну на тяжкість неврологічного дефіциту і виживання щурів в гострому періоді (4 доба) експериментальної церебральної ішемії

Згідно деяких досліджень розмір ішемічного пошкодження не завжди корелює з тяжкістю неврологічних проявів, при цьому неврологічні порушення часто проявляються більш виразно, ніж морфологічні. Тому додатково було проведено дослідження тяжкості неврологічного дефіциту при відтворені церебральної ішемії та на фоні фармакологічної корекції вивчаємими тест-зразками [76, 97, 201]. 

В результаті ГПМК на першу добу після виходу тварин з наркозу спостерігались значні прояви неврологічного дефіциту в усіх експериментальних групах. В групі умовнооперованих тварин спостерігались незначні неврологічні зміни, які носили тимчасовий характер, смертності в даній групі не відмічалось протягом усього експерименту. В групі контролю спостерігалось наростання неврологічного дефіциту з 9,9 балів на 1 добу до 11,5 балів на 4 добу, при цьому виживання в групі становило 32,5% на 4 добу експерименту (табл. 5.15).
Введення досліджуваних препаратів знижувало тяжкість і частоту проявів неврологічної симптоматики. Так, призначення HSF-1 зменшувало прояви неврологічного дефіциту на 41,42% на 4 добу експерименту порівняно з 1 добою. В даній групі виживання тварин на 4 добу становило 83,3%. На фоні введення мелатоніну,тамоксифену і глутаміну неврологічна симптоматика зменшувалась відповідно на 37,86, 29,78 і 16,2% відносно першої доби спостереження. По зменшенню летальності досліджувані тест-зразки і препарат порівняння розташувались наступним чином: пірацетам – глутамін – тамоксифен – мелатонін – HSF 1 (табл. 5.15).
Таблиця 5.15
Вплив тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну на неврологічний статус (за шкалою McGrаw) і летальність щурів на 1-шу і 4-ту добу церебральної ішемії, (М±m)
	Групи/показники
	Середній бал за шкалою C. P. McGraw1 доба
	Середній бал за шкалою C. P. McGraw 4 доба
	Кількість тварин, що вижили на 4 добу, %/загальна кількість групи

	1
	2
	3
	4

	Умовнооперовані n=13
	0,79±0,19
	0,2±0,1
	100/13

	ГПМК n=13
	9,11±0,96 у
	11,46±1,19 у
	32,5/40у

	ГПМК+тамоксифен n=14
	7,42±0,67 у**
	5,21±0,6у**
	73,7/19**#

	ГПМК+мелатонін n=15
	7,0±0,64у**
	4,35±0,46у**#
	78,9/19**#

	ГПМК+HSF 1 n=15
	6,64±0,6у**
	3,89±0,38у**#
	83,3/18**#

	ГПМК+глутамін n=13
	8,58±0,65у**
	7,19±0,55у**
	65/20**

	ГПМК+пірацетам n=12
	8,96±0,36у**
	7,71±0,37у**
	57,1/21


Примітки: у− p < 0,05 відповідно до УО, **− p < 0,05 відповідно до контрольної групи, #− p < 0,05 відповідно до групи, яка отримувала пірацетам

Таким чином, отримані дані підтверджують здатність модуляторів системи HSP70 зменшувати прояви неврологічних порушень і смертність тварин з ГПМК, що реалізується за рахунок обмеження каскадних реакцій оксидативного і нітрозативного стресів. Підвищення вмісту HSP70 обмежує прояви енергетичного дефіциту, відновлює роботу мітохондрій, підсилює синтез антиоксидантних ферментів, що відображається в зменшені проявів неврологічних порушень і смертності експериментальних тварин.
Розділ 6. Аналіз та узагальнення результатів дослідження
Серед найбільш небезпечних цереброваскулярних захворювань, ішемічний інсульт займає лідируючу позицію, тому в багатьох літературних джерелах всесторонньо розглядаються механізми розвитку пошкодження клітин внаслідок гіпоксичного голодування. Однак, механізми ендогенної нейропротекції залишаються в більшості нерозкритими, що представляє велику цінність в якості мішені для терапії мозкових інсультів.
Відомо, що в основі ішемічного каскаду лежить глутаматна ексайтотоксичність, яка, в свою чергу, інтенсифікує продукцію вільних радикалів і призводить до розвитку оксидативно-нітрозативного стресу. Встановлено, що головним джерелом АФК є мітохондрії, внаслідок порушення проникності їх мембран і формуванні специфічного комплексу мітохондріальних пор ініціюється мітоптоз. Відкриття пор відбувається за рахунок пошкодження тіольних груп цистеінзалежного білку внутрішньої мембрани мітохондрій, внаслідок чого вони втрачають свою енергопродукуючу дію і стають джерелом АФК. 
Накопичення АФК підтримуює віддалені наслідки ішемії: реакцію геному з включенням молекулярних програм, зміни астро- і мікрогліального клітинного пулу і пов'язані з цим імунні порушення, локальне запалення в осередку ішемії, порушення цілісності гематоенцефалічного бар'єру [133]. Апоптичний процес характеризується підвищенням внутрішньоклітинного вмісту Са+2, накопиченням АФК, зниженням трансмембранного потенціалу мітохондрій, виділенням цитохрому С з мітохондрій в цитоплазму, активацією каспаз і нелізосомних ендогених ендонуклеаз з подальшим розщепленням ядерної ДНК, рибосомальної РНК і білків на фрагменти .

В процесі апоптозу беруть участь два механізми: внутрішній шлях, обумовлений мітохондріальною недостатністю, і зовнішній, що виникає при активації поверхневих Fas рецепторів смерті. 
У відповідь на пошкодження запускається програма ендогенної цитопротекції, одним з головних учасників якої є білки теплового шоку HSP70. Функція данного білку першопочатково була ассоційована з шапероною дією, яка полягає в забеспечені фолдінгу новосинтезованих білків, рефолдінгу пошкоджених білків, утилізації незворотньо пошкоджених поліпептидів. Але протягом останнього десятиліття, з’явилися дослідження, що підтверджують його пряму антиапоптичну дію. Також існує інформація, що HSP70 приймає участь в роботі транскипційного фактору, що індукується гіпоксиєю HIF-1α. Під керівництвом HIF-1α в умовах гіпоксії відбувається активація синтезу таких гліколітичних ферментів, як фосфофруктокінази, піруваткіназа, гліцеральдегід-3-фосфатдегидрогеназа, фосфогліцераткинази і ін., що покращують енергопродукцію в умовах дефіціту кисню. З іншого боку численні автори говорять про тісний взаємозвязок між рівнем HSP70 і активністю антиокисидантної тіол-дисульфідної системи. Тому позитивна модуляція системи HSP70 – є перспективною концепцією нейропротекції, яка може покращити ефективність лікування мозкових інсультів. В якості препаратів потенціальних модуляторів експресії HSP70 нами були обрані наступні препарати з нейропротекторним потенціалом: тамоксифен, мелатонін, глутамін і фактор теплового шоку HSF-1.
На першому етапі експерименту були проведені дослідження in vitro в умовах додавання токсичних доз глутамату. Результатом глутаматної ексайтотоксичності є підвищення надходження Са2+ всередину нейронів, що призводить до активації конститутивної та індуцибельної ізоформи NO-синтази, яка продукує надлишкову кількість NO. Оксид азоту є потужним нітрозуючим агентом і пошкоджує нуклеофільні групи тіолів, амінів, карбоксилів, гідроксилів, пригнічує роботу антиоксидантного захисту клітин. Так, в контрольній суспензії нейронів спостерігалось підвищення рівня нітротирозину на 156,7%, АФГ в 3,4 рази і КФГ в 3,5 рази відносно інтактної суспензії що свідчить про інтенсифікацію оксидативного стресу і пошкодження білкових структур.
На фоні зростаючих нейродеструктивних змін відбувалась активація системи шаперону HSP70, про що свідчить збільшення його рівня на 31,1% по завершенню 15 хвилини інкубації. В подальшому спостерігалась зворотня картина, рівень HSP70 знижувався на 57,17%. Паралельно на 15 хвилині інкубації зареєстровано підвищення рівня глутатіону відновленого GSH на 6,8%. В подальшому спостерігалась значна депривація тіол-дисульфідної системи на фоні прогресуючого оксидативного і нітрозуючого стресу. Рівень глутатіону відновленого зменшувався на 54% Підвищення експресії HSP70 обумовлено його шапероною функцією, яка спрямована на адаптацію нейронів до гіпоксичного стресу і запобігання активації апоптозу. На нашу думку, по мірі наростання оксидативного стресу HSP70 втрачає свій антиапоптичний потенціал і піддається ушкодженню. Відомо, що HSP70 бере участь в внутрішньоклітинній сигналізації і транскрипції генів, а також пригнічує процеси некрозу і апоптозу. Тотальне зменшення рівня HSP70 індукує подальше незворотьнє пошкодження біоструктур клітин і втрату функціональної активності. Шляхом корреляційного аналізу був встановлений тісний прямий взаємозвязок між концентраціями GSH і HSP70 в нейрональній суспензії. Преінкубація суспензії нейронів з досліджуваними препаратами мала позитивний ефект. Так, внесення HSF-1 знижувало рівень АФГ і КФГ на 50,8 і 49,5%, рівень нітротирозину зменшувався на 25,1%. Внесення мелатоніну гальмувало накопичення АФГ на 43,1%, КФГ на 35,9%, знижувало рівень нітротирозину на 38,3%. Тамоксифен гальмував розвиток оксидативного стресу, про що свідчить зниження АФГ і КФГ на 33 і 30,8%, а також зменшення рівня нітротирозину на 23,6%. Призначення глутаміну також мало позитивний вплив на стан глутаматтоксичної нейрональної суспензіі, про що свідчить зменшення АФГ, КФГ і нітротирозину на 26,1 19,1 і 13,9%. Всі препарати в дослідженні in vitro підвищували концентрацію білку-шаперону HSP70, і відновлювали роботу ТДС. Так, HSF-1 викликав найбільш виражене підвищення рівня HSP70 на 97,6% відносно контрольної суспензії нейронів, що сприяло підвищенню рівня GSH на 82,2%. При цьому активність GR і GSТ підвищувалась на 45,4% і 43,5%. Мелатонін підвищував концентрацію HSP70 на 60% і рівень GSH на 40,8%.Одночасно спостерігалось підвищення активності GR і GSТ на 16,7% і 26,4%. Введення тамоксифену викликало збільшення рівня HSP70 на 70,2% і GSH на 53,5%, підвищення активності GR і GSТ на 20,7% і 19,5%. Глутамін підвищував концентрацію білку-шаперону 70 на 46%, рівень GSH збільшувався на 16,6%, активність ферментів GR і GSТ підвищувалась на 10,5% і 14,3%. Таким чином, можливо припустити, що реалізація нейропротективної дії тамоксифену, мелатоніну, HSF-1 і глутаміну in vitro пов'язана з їх позитивним впливом на вміст білку ендогенної нейропротекції HSP70, що відновлює пул глутатіону відновленого і роботу глутатіонспецифічних ферментів ТДС. Відновлення роботи системи глутатіону пригнічує накопичення цитотоксичних активних метаболітів оксиду азоту на тлі підвищення його біодоступності, що зменшує ступінь пошкодження нейронів і підвищує їхню стійкість до гіпоксії. Найбільший нейропротективний ефект в дослідженні in vitro встановлений у фактору теплового шоку-1, в меншій мірі ‒ у мелатоніну і тамоксифену, мінімальний ‒ у глутаміну. 
На наступному етапі були проведені дослідження in vivo. Попередьо був проведений кореляційний аналіз в групах тварин з різним ступенем неврологічного дефіциту внаслідок ГПМК і встановлений тісний взаємозв’язок між рівнем HSP70, глутатіоном відновленим і ступенем неврологічного дефіциту. Також слід зазначити, що зона гіпокампу виявилася більш чутливою до процесів нейродеструкціі, що обумовлено відпочатку низьким рівнем експресії білку HSP 70 в умовах гострого порушення мозкового кровообігу. Отримані дані говорять про низький рівень резервно-адаптаційних можливостей даної функціональної зони головного мозку.
В умовах ГПМК у експериментальних тварин спостерігалось пригнічення роботи ланок ендогенної нейропротекції – знижувався рівень HSP70 (в цитозольній фракції в 9,7 рази і в мітохондріальної фракції в 3,2 рази), експресія мРНК Hsp70 (в 3,2 рази), що призводило до зниження експресії мРНК Hif-1α і мРНК Hif-3α. Курсове призначення досліджуваних препаратів активувало систему ендогенної нейропротекції про що свідчить збільшення рівня білку HSP70 як в цитозольній фракції (HSF-1 в 11,3, тамоксифен в 5,1, мелатонін в 2,6, глутамін в 1,5 рази), так і в мітохондріальній фракції (HSF-1 в 2,6, тамоксифен в 1,5, мелатонін в 1,2, глутамін в 1,1 рази). Паралельно спостерігалась активація експресії генів – мРНК Hsp70 (HSF-1 в 4,1, тамоксифен в 2,5, мелатонін в 2,1, глутамін в 1,7 рази), мРНК Hif-1α (HSF-1 8,2, тамоксифен в 11,6, глутамін в 7,0 рази) і мРНК Hif-3α (мелатонін в 3,6 рази). Таким чином, отримані результати підтверджують здатність досліджуваних препаратів активізувати систему ендогенної нейропротекції, а саме експресію генів адаптаційної системи HIF. Досліджувані препарати за рахунок підвищення рівня білку шаперону 70 підтримують життедіяльність субодиниці Hif-1α і активують синтез білку HIF, який підвищує експресію адаптаційних факторів, таких як: еритропоетин, ендотеліальний фактор росту судин, ферменти гліколізу (лактатдегідрогеназа, піруватдегідрогеназа, фосфофруктокіназа, альдолаза та ін.), а також забеспечує роботу альтернативних енергетичних систем в умовах гіпоксії (малат-аспартатний човниковий механізм).

Високу ефективність HSF-1 можливо пояснити тим, що він є природнім стрес-індуцибельним транскрипційним фактором сімейства HSPs. В умовах накопичення продуктів оксидативного і нітрозативного стресу відбувається тримерізація HSF-1 з від'єднанням від останнього інактивованих молекул HSP70. Активований комплекс HSF-1 транспортується в ядро і, з'єднуючись з елементами теплового шоку (HSE), запускає процес транскрипції генів Hsp70.

Стосовно тамоксифену ми припускаємо, що він взаємодіє з естрогеновими рецепторами (ER), в результаті чого відбувається від'єднання від останніх молекул білку теплового шоку 70, який в подальшому виконує роль цитопротектора. При цьому рівень експресії мРНК Hsp70 під дією тамоксифену також має позитивну динаміку, що свідчить про пряму участь препарату в сигналінгу і транскрипції мРНК Hsp70 за принципом зворотного зв'язку. Таким чином, по мірі використання білку HSP70 в антиапоптичних процесах тамоксифен запускає транскрипцію мРНК Hsp70. 

Підвищення HSP70 під дією мелатоніну пояснюється його впливом на процеси ядерної транскрипції. Відомо, що мелатонін взаємодіє з рецепторами МТ1 і МТ2 попереджає транслокацию фактора NF-κB в ядро, пригнічує експресію iNOS і зменшує рівень прозапальних цітокіновTNF -α, IL-1β, IL-6 і ін. Окрім того, мелатонін виявляє потужну антиоксидантну дію, зменшує кількість вільних радикалів і, як наслідок, попереджає тотальне пошкодження ДНК.

Оскільки глутамін виступає в якості прекурзора синтезу глутатіону, можливо припустити, що в мехінізмі його дії лежить відновлення редокс співвідношення GSH/GSSG форм глутатіону, що запускає експресію адаптаційних генів і попереджає пошкодження білків, в тому числі і HSP70. [14,18] Також відомо, що глутатіон безпосередньо регулює активність HSP70 [7,8]. Глутатіон відновлений гальмує реакції перекисного окислення ліпідів шляхом хімічної взаємодії і нейтралізації вільних радикалів: синглетного кисню, супероксидрадикалу, пероксинітриту та ін.
Також, на фоні пригнічення роботи системи HSP70 в групі контролю відбувалося зниження рівня глутатіону відновленого GSH на 77,6%, з одночасним підвищенням рівня глутатіону окисленого GSSG на 151%, а також пригнічення активності глутатіонспецифічних ферментів GR і GST на 72,5% і 43,8%. Досліджувані препарати позитивно впливали на роботу ТДС. Призначення HSF-1, тамоксифену, мелатоніну, глутаміну підвищувало рівень GSH в 4,1, 3,6, 3,3, 3,1 рази, а також зменшувало концентрацію GSSG в 2,3, 1,8, 1,6, 1,5 рази. За відсотком збільшення активності GR і GST препарати розташувались наступним чином – HSF-1 в 3,4 і 1,6 рази , тамоксифен в 2,7 і 1,4 рази, мелатонін в 2,5 і 1,5 рази, глутамін в 2,3 і 1,3. 

Гостра церебральна ішемія призводить до запуску каскаду нейродеструктивних ушкоджень, ключовою ланкою якого є утворення АФК (супероксид-радикала, NO-радикала, гідроксилрадикала і ін.). Надмірна кількість АФК окислює SH-, NH2- групи макромолекул, дестабілізує антиоксидантну активність ферментів, активізує фактори транскрипції NF- κВ, АРО-1, підвищує активність iNOS і рівень прозапальних цитокінів.
На фоні відновлення роботи тіол-дисульфідної системи спостерігалось пригнічення розвитку оксидативного стресу, про що свідчить зменшення маркерів білкового пошкодження АФГ і КФГ. Так, HSF-1, тамоксифен, мелатонін, глутамін зменшвали рівень АФГ і КФГ в цитозолі гомогенату головного мозку щурів з ГПМК в діапазоні від 22,5/28,7% до 32,5/35,3%, а також концентрацію нітротирозину від 60% до 69,9%. Найбільш активно гальмував накопичення АФГ/КФГ мелатонін, зниження ніротирозину під впливом HSF-1 було найбільше.
Одну з ключових ролей в процесі розвитку оксидантного стресу відіграє дис-функція мітохондрій, яка полягає в тому, що мітохондріальна ДНК піддається пошкодженню, опосередкованого активними формами кисню, що в підсумку призводить до мітохондріальної геномної нестабільності і порушення функції зовнішнього дихання. Всі вищеописані процеси так чи інакше призводять до загибелі клітин шляхом некрозу, яскраво представленого в зоні ішемічного ядра. В зоні пенумбри переважає апоптотичні механізм загибелі клітин. Саме в цій зоні ішемічного пошкодження недостатньо важке для розвитку некрозу клітин, але достатня для запуску їх передчасної запрограмованої смерті.
Так, в умовах ГПМК спостерігалось формування мітохондріальної дисфункціії, що відображалось в падінні трансмембранного потенціалу мітохондрій (Ψ)в 4 рази на фоні підвищення відкриття мітохондріальної пори (mPTP) в 3,2 рази в контрольній групі тварин. Неспроможність мітохондрій виконувати свої функції спричиняє енергодефіцит (зниження АТФ і АДФ на 60,8 і 45,2%, зростання АМФ на 104,4%). Відповідно порушується рівновага основних енергетичних показників – ЕЗ, ЕП, ІФ і ТКД. 
Курсове введення модуляторів білку HSP70 знижувало прояви мітохондріальної дисфункції, що підтверджувалось в підвищенні транс-мембранного заряду мітохондрій в діапазоні від 1,9 до 3,5 разів і зменшені швидкості відкриття мітохондріальної пори в діапазоні від 1,5 до 2,5 разів відносно контролю. Введення досліджуємих препаратів сприяло відновленню енергопродукуючої функції мітохондрій в врівноваженню енергетичного співвідношення ЕЗ, ЕП, ІФ і ТКД. За ступенем підвищення рівнів АТФ-АДФ препарати розмістились наступним чином: HSF-1 – на 101,8-58,1%, мелатонін на 66,4-36,5%, глутамін на 52,2-29%, тамоксифен на 50,4-26,5%. 

Дискоординація в роботі циклу Кребса контрольної групи виражалась в підвищенні рівня недоокисленого лактату на 130,1%, на фоні зниження рівня пірувату і малату на 56,6 і 55,6% і пригніченні активності НАД-МДГм на 63,2%. Призначення досліджуваних препаратів мало позитивний вплив на відновлення роботи цитратного циклу і активації енергетично більш продуктивних систем, зокрема, за рахунок малат-аспартатного шунта. Так, введення модуляторів HSP70 знижувало рівень лактату: HSF-1 на 50,2%, мелатонін на 33,7%, тамоксифен на 27,1% відносно контрольної групи. Паралельно відмічалося достовірне підвищення рівня пірувату (HSF-1 на 108,7%, мелатонін на 65,2%, тамоксифен на 47,8% ) і малату (HSF-1 на 133,3%, мелатонін і тамоксифен на 75% ). Введення глутаміну достовірно (р˂0,05) підвищувало вміст лише малату на 50%. Всі досліджувані тест-зразки відновлювали активність НАД-МДГм, лідируючу позицію займав HSF-1, на фоні введення якого активність НАД-МДГм зростала в 2,7 рази. Підвищення активності НАД-МДГм в мітохондріях головного мозку тварин з ГПМК, які отримували модулятори HSP70 відбувалося на фоні підвищення у них рівня малату, що свідчить про активацію під дією цих препаратів компенсаторного малат-аспартатного човникового механізму.
В умовах відновлення роботи HSP70-опосередкованих механізмів нейропротекції відбувається пролонгація роботи HIF-1α, який активує синтез гліколітичних ферментів: фосфоглицераткинази, фосфофруктокинази, піруваткинази, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа і ін. Це забеспечує підсилення анаеробного метаболізму глюкози. Також HIF-1α підсилює експресію мембраних транспортерів глюкози (GLUT1, GLUT3), що підвищує біодоступність глюкози для клітин. 
На фоні пригнічення енергетичного дефіциту, оксидативного і нітрозативного стресу, не відбувається росповсюдження віддалених наслідків ішемії і прояви неврологічного дефіциту значно зменшуються. Так, призначення тваринам з ГПМК досліджуваних препаратів знижує летальність (HSF-1 на 50,8%, мелатонін 46,4%, тамоксифен 41,2% і глутамін 32,5%) і прояви неврологічного дефіциту (HSF-1 на 41,4%, мелатонін 37,9%, тамоксифен 29,8% і глутамін 16,2%) на 4-ту добу експерименту. 
Таким чином встановлено, HSF-1, мелатонін, тамоксифен і глутамін виявляють значну нейропротективну дію при ГПМК, яка полягає в обмеженні глутаматної ексайтотоксичності, гальмуванні оксидативного і нітрозативного стресу, поліпшенні енергетичного метаболізму, HSP70 і HIF і відновленні роботи ТДС. Механізм нейропротективної дії препаратів обумовлений HSP70-опосередкованою модуляцією механізмів ендогенної нейропротекції, що призводить до підвищення рівня глутатіону відновленного і активації адаптаційної системи HIF, які підвищують резистентність нейронів до ішемії [Belenichev I.F., 2014].

Отримані результати є експериментальним обґрунтуванням для застосування HSF-1, мелатоніну, тамоксифену і глутаміну в комплексній терапії мозкових інсультів в якості засобів первинної та вторинної нейропротекції. Встановлені механізми дії модуляторів HSP70 можуть сприяти створенню нового покоління ефективних лікарських препаратів, які надають спрямований вплив на ключові ланки-мішені механізмів ендогенної нейропротекції в умовах гострого порушення мозкового кровообігу.
ВИСНОВКИ
Вперше в дисертаційній роботі наведено нове вирішення актуальної задачі – підвищення ефективності лікування мозкових інсультів шляхом застосування в якості нейропротекторів препаратів - модуляторів експресії білку теплового шоку HSP70 – тамоксифену, мелатоніну, глутаміну і, особливо, HSF-1.

1. Попереднє внесення в суспензію нейронів тамоксифену, мелатоніну, глутаміну і HSF-1 (10-5М) з подальшим моделюванням глутаматної ексайтотоксичності in vitro призводило до зниження маркерів ушкодження нейронів - зниження (р˂0,05) АФГ (26,1-50,8%), КФГ (19,1-49,5%), НТЗ (13,9-38,3%), глутатіону окисленого (в 1,1-2,2 рази) і підвищення СОД (22,69-36,45%), HSP70 (на 46-97,6%), глутатіону відновленного(на 6,6-82,2% ), активності глутатіонредуктази (на 10,5-45,4%) і глутатіон-S-трансферази (на 14,3-43,5%).

2.  Призначення тваринам з ГПМК тамоксифену (1 мг/кг, в/шл.), мелатоніну (5 мг/кг, в/шл.), глутаміну (25 мг/кг, в/шл.) і HSF-1 (200 мкл/кг, в/черев.) призводить до підвищення (р˂0,05) концентрації HSP70 цит. (в 1,5-11,3 рази) і HSP70 міт. (в 1,1-2,6 рази), експресії мРНК Hsp70 (в 1,7-4,1 рази), мРНК Hif-1α (в 7-11,6 рази), і мРНК Hif-3α (мелатонін в 3,6 рази), що беруть участь в механізмах ендогенної нейропротекції.

3.  Курсове застосування досліджуваних препаратів призводить до зменшення інтенсивності оксидативного і нітрозативного стресів в головному мозку – до зниження (р˂0,05) АФГ (22,5-32,5%), КФГ (28,7-35,3%) і нітротирозину (60-69,9%) на тлі підвищення (р˂0,05) активності СОД (на 41,8-84,7%) і ферментативної та неферментативної ланки тіол-дисульфідної системи: підвищення (р˂0,05) рівня глутатіону відновленного в 3,1-4,1 рази, активності глутатіонредуктази в 2,3-3,4 рази, глутатіон-S-трансферази в 1,3-1,6 рази, на тлі зниження глутатіону окисленого в 1,6-2,3 рази.

4.  На тлі застосування модуляторів HSP70 відбувається нормалізація функціональної активності мітохондрій (зниження (р˂0,05) швидкості відкриття пори (в 1,5-2,5 рази) і підвищення (р˂0,05) заряду мембрани (в 1,9-3,5 рази), поліпшується енергетичний обмін головного мозку тварин з ГПМК за рахунок активації аеробної продукції енергії – підвищується (р˂0,05) рівень АТФ (на 50,4-101,8%), малату (на 50-133,3%;), активність НАД-МДГ мх (в 1,7-2,7 рази), знижується (р˂0,05) рівень лактату (на 27,1-50,2%).

5.  Призначення тваринам з ГПМК тамоксифену, мелатоніну, глутаміну і HSF-1 призводило до збільшення щільності (на 22,5-63,9%) і площі тіл нейронів (на 5,6-32,8%), підвищення вмісту РНК в нейронах (на 34,3%-91,7%(р˂0,05)), зменшення  щільності апоптично змінених нейронів (в 1,6-2,7 рази), до зниження (р˂0,05) летальності на 50,8, 46,4, 41,2 і 32,5%, а також до зменшення неврологічних порушень на 16,2-41,4% на 4-ту добу експерименту.

6. В результаті експериментальних досліджень встановлено, що найбільш активним серед модуляторів HSP70 є HSF-1, який перевищує інші досліджувані препарати за рівнем підвищення експресії мРНК Hsp70, мРНК Hif-1α, і концентрації білку HSP70, що зменшує прояви нейроапоптозу і підвищує виживання тварин. В основі нейропротективної дії тамоксифену, мелатоніну, глутаміну і, особливо, HSF-1 в умовах ГПМК лежить позитивна модуляція HSP70-залежних механізмів ендогенної нейропротекції, яка реалізуються шляхом активації компенсаторно-пристосувальних реакцій, що підвищує резистентність головного мозку до ішемії.
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Дослідження нейропротективної активності модуляторів HSP70 (тамоксифена, мелатоніну, глутаміну, HSF-1) в дослідах in vitro і in vivo





Дослідження in vivo


Відтворення субтотальной церебральної ішемії шляхом необоротної двосторонньої оклюзії загальних сонних артерій у щурів лінії Вістар





Дослідження in vitro


 Моделювання глутаматної ексайтотоксичності шляхом внесення глутамату 100мкМоль в суспензію нейронів і в серіях з досліджуваними тест-зразками (тамоксифен, мелатонін, глутамін, HSF-1, мексидол)





Проведення біохімічних, хроматографічних і імуноферментних досліджень в умовах експериментального ГПМК і введенні досліджуваних препаратів





Визначення рівня білка HSP70 методом иммуноблотинга і ІФА в умовах експериментального ГПМК і введенні досліджуваних препаратів





Визначення ПЛР експресії мРНК HIF- 1 і HIF-3 мPHK HSP-70 в умовах експериментального ГПМК і введенні досліджуваних препаратів





Вивчення морфо-функціональних змін сенсомоторної зони кори і вираженість неврологічних порушень в умовах експериментального ГПМК і введенні досліджуваних препаратів





Обгрунтування використання модуляторів HSP70, як нейропротекторів в умовах гострої церебральної ішемії
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