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С тресс — типовая адаптационная

реакция организма на воздей


ствия окружающей среды. Его опре


деляют как совокупность неспеци


фических биохимических, физиоло


гических, и психологических реак


ций организма в ответ на действие

стрессорного агента. При стрессе

наблюдается активация симпатико


адреналовой системы, что сопро


вождается развитием гиперглике


мии, а также повышением артери


ального давления, увеличением час


тоты сердечных сокращений и дру


гими вегетативными реакциями [1].

Чрезмерная активация симпатико


адреналовой системы может явить


ся фактором риска развития артери


альной гипертензии, ишемической

болезни сердца, сахарного диабета и

других заболеваний. Поэтому поиск

высокоэффективных стресспротек


торов является актуальной пробле


мой медицины.

Известно, что в патогенезе

стресса лежит гиперпродукция ак


тивных форм кислорода (АФК) био


энергетическими и нейрохимичес


кими системами головного мозга

[2]. Под действием АФК в клетке

происходит активация экспрессии

редокс
 чувствительных генов, мно


гие из которых необходимы для за


щиты клеток от токсических эффек


тов окислительного стресса. Так,

при нормальной концентрации кис


лорода в окружающей клетку среде

(нормоксия) под действием АФК

происходит, в основном, активация

c
Jun, ATF
2
 факторов транскрип


ции, а в условиях окислительного

стресса — преимущественно факто


ров JunB и c
Fos. Активация именно

этих факторов транскрипции в ус


ловиях гиперпродукции АФК объ


ясняется тем, что JunB и c
Fos со


держат в своих ДНК
 связывающих

доменах высокочувствительные к

АФК остатки цистеина 
Cys 252,

Cys154, Cys61. Окисление их SH


групп приводит к обратной инакти


вации АР
1 и NF
kB. Эти данные

подтверждаются исследованиями

других авторов, которые показали,

что эмоциональный стресс усилива


ет у крыс экспрессию c
Fos в раз


личных структурах мозга [3].

По ряду причин мозг высоко

чувствителен к окислительному

стрессу. Мозг занимает первое место

среди тканей по количеству потреб


ляемого кислорода на единицу веса;

этот уровень так велик, что превра


щение в супероксидный радикал

только 0,1% метаболизируемого

нейронами кислорода может ока


заться токсичным для него [4, 5].

При этом в мозге почти не обнару


живаются каталазы и сравнительно

мало глутатион
 зависимых фер


ментов, а содержание витамина Е

гораздо ниже, чем в скелетных

мышцах и печени. Таким образом,

антиоксидантная система мозга

имеет сравнительно небольшой за


пас прочности. Дефицит антиокси


дантных систем в сочетании с лег


костью развития экзайотических

механизмов в мозге очень опасен

для функциональной активности

нейронов [6].

Нашими предыдущими исследо


ваниями показана высокая антиок


сидантная и церебропротективная

активность производного хиназоли


на ПК 66 [7
 9]. В связи с возможной

антистрессорной ролью ПК 66

целью настоящего исследования

было:

—  определить его влияние на устойчи


вость крыс к хроническому иммо


билизационному стрессу  (ХИС),

проанализированную по показа


телям их поведения в тесте "отк


рытое поле";

—  изучить антиоксидантную актив


ность ПК 66 в условиях ХИС по

следующим показателям: сте


пень окислительной модифика


ции ДНК, белков, а также по на


коплению стабильных метабо


литов NO, уровень активности

NO
 синтазы в головном мозге;

—  провести анализ действия ПК 66

на экспрессию раннего гена c
Fos

в паравентрикулярном ядре гипо


таламуса крыс, перенесших ХИС.

Материалы и методы
Эксперименты проведены на 30

крысах
самцах линии Вистар мас


сой 210 ±5,2 г в возрасте 6 мес. Жи


вотные были распределены в следу


ющие экспериментальные группы:

1 группа (n=10)
 интактная; 2

группа (n=10)
 контрольная (ХИС);

3 группа (n=10)
ХИС + ПК 66


10 мг/кг per os.

ХИС моделировали двухчасовой

иммобилизацией на протяжении 10

дней [10]. Спустя 2 ч после послед


него стрессирования у крыс прово


дили тест "открытое поле",изучали

следующие параметры: горизон


тальная, вертикальная активность,

количество дефекаций. Поведение

животных в открытом поле исследо


вали в течение 3 мин [11]. 

После проведения теста крыс де
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капитировали под тиопенталовым

наркозом (40 мг/кг). В гомогенате

головного мозга определяли про


дукты окислительной модификации

белков (ОМБ) по реакции взаимо


действия окисленных аминокислот


ных остатков с 2,4
динитрофенил


гидразом (2,4
ДНФГ) с образованием

альдегидфенилгидразонов (АФГ),

кетонфенилгидразонов (КФГ) [12].

Стабильные метаболиты NO опре


деляли методом Грисса [13]. NO


синтазу определяли флюорометри


чески по убыли НАДФа в реакцион


ной системе [14]. Степень окисли


тельной модификации ДНК опреде


ляли хромотографически по конце


нтрации экскреции 8
гидроксигуа


нина в моче [15].

Индентификацию клеток, со


держащих белок Fos, проводили

гистохимически. Автоматизирован


ный подсчет и выделение Fos
 пози


тивных нейронов осуществляли при

помощи системы компьютерного

анализа изображения Vidas 386. 

Результаты исследования 
и их обсуждение
Исследования по поведенческим

показателям теста "открытое поле"

показали, что ХИС характеризуется

изменением двигательной активнос


ти (табл.1) —  снижение горизонталь


ной активности в 34,2 раза; верти


кальной
 в 11,4 раза. Введение кры


сам ПК 66 по отношению к конт


рольной группе животных повышала

двигательную активность(р < 0,05).

Исследование состояния антиок


сидантной системы показали, что в

условиях ХИС окислительной моди


фикации подвергаются белковые мо


лекулы. Так, концентрация АФГ и

КФГ в контрольной группе животных

превышала таковые показатели инта


ктной группы в 1,55 и 1,58 раз , соот


ветственно. Введение ПК 66 , (табл.2)

существенно снижало концентрацию

маркеров ОМБ. Окислительная мо


дификация белков, по нашему мне


нию, приводит к снижению функции

белков в цепи переносчиков электро


нов, активности АТФ
азы, избира


тельности действия транспортных

пор. Изменение Red/Ox 
 потенциала

митохондриальной мембраны может

приводить к дисфункции каскада ды


хательной цепи нейрональной клет


ки. Вышеперечисленные изменения,

в конечном итоге, обусловливают  на


рушения секреторной, инкреторной,

транспортной функции нейрона, и

как следствие,  развитие когнитивно


го дефицита [16].

ОМБ играет ключевую роль в

молекулярных механизмах окисли


тельного стресса и является пуско


вым механизмом  окислительной

деструкции ДНК клетки [16]. Окис


лительная модификация ДНК при


водит к образованию 8
 гидроксигу


анина (8
ГГ), который оказывает

выраженное цитотоксическое

действие, важнейшим последствием

которого является искажение моле


кулярно
 биологических процессов

в клетке
 репликации и транскрип


ции. Данные факты согласуются с

нашими исследованиями. Из ри


сунка видно, что ХИС сопровожда


ется значительным повышением

концентрации в моче 8
ГГ. Введе


ние ПК 66 в некоторой степени вли


яло на данные процессы, снижая со


Таблица 1

Влияние ХИС на обучение и память животных

Серии животных
Количество

горизонтальных
движений 

Количество
вертикальных

движений 

Количество
заглядываний 

Количество
дефекаций 

Интактные 45,5 ± 2,31 15,2 ± 0,76 5,4 ± 0,76 2,21 ± 0,12

ХИС контроль 11,3 ± 2,8 3,8 ± 0,35 1,5 ± 0,05 3,4 ± 0,11

ПК 66 10 мг/кг +

ХИС
28,9 ± 2,5* 10,2 ± 0,78* 2,8 ± 0,1* 2,85 ± 0,17*

Примечание:в этой и последующих таблицах *
 р < 0,05 по отношению к контролю

Таблица 2

Степень окислительной модификации белков (у.е./мг белка) 
в головном мозге крыс в условиях ХИС

Группы животных АФГ КФГ

Интактная 0,835 ± 0,046 0,565 ± 0,027

ХИС контроль 2,390 ± 0,162 2,149 ± 0,168

ПК66+ХИС 1,359 ± 0,159* 1,125 ± 0,235*

Рисунок.   Концентрация 8�ГГ в моче в условиях ХИС.
*�   р < 0,05 по отношению к контролю
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держания 8
ГГ, не приводя, однако,

к норме. 

В последнее время появились

работы, в которых убедительно до


казана роль NO в патогенезе нейро


деструктивных заболеваний. Суще


ственную роль в гиперпродукции

NO принадлежит индуцибельной

NO
синтазе, которая экспрессиру


ется под действием факторов тран


скрипции
 JunB; c
Fos; АР
1 [17].

Результаты, полученные при оп


ределении стабильных метаболитов

NO, свидетельствуют, что их  накоп


ление при ХИС протекает на фоне

повышения активности NO
синта


зы (табл.3). Соединение ПК 66 сни


жает концентрацию NO на 3,76% и

на 5,3% активность NO
синтазы.

Данный эффект ПК66, по наше


му мнению, является одним из клю


чевых механизмов его церебропро


тективного действия, так как от со


отношения внутриклеточных конце


нтраций NO и АФК зависит характер

действия этого соединения на про


цессы, связанные с регуляцией апоп


тоза в нейрональной клетке. В усло


виях, благоприятствующих накопле


нию пероксинитрита, NO стимули


рует апоптоз, что связано прежде

всего с активацией киназы JNK,

факторов р53 и Вах, освобождением

цитохрома с из митохондрий  с пос


ледующей активацией каспаз [18].

Анализ показал, что число Fos


позитивных нейронов в паравент


рикулярном ядре гипоталамуса у

крыс с ХИС был выше (р < 0,01),

чем у крыс интактной группы. Вве


дение ПК 66 в дозе 10 мг/кг привело

к снижению (р < 0,01) числа Fos


позитивных нейронов в паравент


рикулярном ядре гипоталамуса по

сравнению с контрольной группой

животных (фото 1 
 3).

Таким образом, результаты про


веденных нами исследований сви


детельствуют о том, что ПК 66 ока


зывает значительное влияние на

различные показатели устойчивости

крыс к ХИС.

ПК 66 выраженно повышает по


веденческую активность животных

в открытом поле.В условиях антиок


сидантной недостаточности, разви


вающейся при ХИС, ПК 66 снижал

степень окислительной модифика


ции ДНК, белков, а также концент


рацю стабильных метаболитов NO.

Введение ПК 66 изменяло у крыс

выраженность экспрессии раннего

гена c
Fos в нейронах паравентрику


лярных ядер гипоталамуса. Область

паравентрикулярного гипоталамуса

является источником кортикотро


пин
 рилизинг фактора, который,

как известно, вызывает усиление

продукции АКТГ в гипофизе и, та


ким образом, активирует выброс сте


роидов в надпочечниках, что являет


ся ведущим звеном в эмоциональном

стрессе. Активация ранних генов и,

следовательно, увеличение количест


ва Fos
позитивных нейронов в пара


вентрикулярном ядре является пока


зателем активации данной структуры

[19]. Кроме того, как показано выше,

c
Fos играет существенную роль в

экспрессии NO
синтазы и, как след


ствие, гиперпродукции стабильных

метаболитов NO, которые являются

цито
 и геномотоксичными. Сниже


ние под влиянием ПК66 экспрессии

c
Fos  при ХИС может являться од


ним из механизмов его антистрессор


ного действия.

Таблица 3

Концентрация стабильных метаболитов NO, уровень активности 
NO%синтазы в головном мозге животных, подвергшихся ХИС

Серии животных
NO,

мкМ/л
NO%синтаза,

нмоль/мг белка/мин

Интактные 5,535 ± 0,561 9,439 ± 4,202

ХИС контроль 19,590 ± 2,141 17,873 ± 4,516

ПК 66 10 мг/кг +

ХИС
6,745 ± 0,478* 11,752 ± 5,244*

Фото 1. Флюоресценция Fos�
позитивных нейронов в

паравентрикулярном ядре
гипоталамуса интактной группы

животных. об. х 100

Фото 2. Флюоресценция Fos�
позитивных нейронов в

паравентрикулярном ядре
гипоталамуса контрольной группы

животных. об. х 100

Фото 3. Флюоресценция Fos�
позитивных нейронов в

паравентрикулярном ядре
гипоталамуса животных,

подвергшихся ХИС с введением ПК
66. об. х 100
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І.Ф.Бєлєничев, С.В.Павлов, Ю.І. Губський, 
Є.Л. Левицький,  Л.П.Бабенко

ВПЛИВ ПОХІДНОГО ХІНАЗОЛІНА НА
ЕКСПРЕСІЮ ГЕНІВ РАННЬОГО РЕАГУВАННЯ,

ПРОЦЕСИ ВІЛЬНО� РАДИКАЛЬНОГО
ОКИСЛЕННЯ У ТКАНИНАХ ГОЛОВНОГО

МОЗКУ В УМОВАХ ХРОНІЧНОГО
ІМОБІЛІЗАЦІЙНОГО СТРЕСУ

Досліджені ефекти похідного хіназоліна на показники

стійкості білих щурів до хронічного стресу у тесті "відкрите поле",

експресію генів раннього реагування та показники процесів віль


но
 радикального окислення у головному мозку. Показано, що

сполука ПК 66 підвищувала рухову активність, знижувала нако


пичення продуктів окисної модифікації білків, стабільних мета


болітів NO, а також активність NO
 синтази у щурів, що зазнали

стрес. ПК 66 також зменьшувала кількість Fos
 позитивних

клітин у паравентрикулярном ядрі гіпоталамуса.

I.F.Belenichev, S.V.Pavlov, Yu.I.Gubsky, 
E.L. Levitsky, L.P.Babenko

EFFECT OF  DERIVATIVE QUINAZOLINE ON
EXPRESSION OF EARLY RESPONSE GENES,

PROCESSES OF FREE�RADICAL OXIDATION IN
BRAIN TISSUE IN CONDITION OF CHRONIC

IMMOBILIZING STRESS

The present article contains  investigated effects of derivative quina


zoline (ПК66) on   factors of rat resistance to chronic stress within  "open

field" test, as well as analysis of expression of early re
sponse genes and

factors of free
radical oxidation in brain. It is demonstrated, that the

compound ПК66 increases the moving activity and reduces the accumu


lation of oxide modification product of proteins, NO stable  metabolites

and NO
synthase activity of stressed  rats.   Also, ПК66 reduces the quan


tity of Fos
positive cells in paraventricular hypothalamus  nucleus.




