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Э пидемиологические данные

свидетельствуют, что по

распространенности инсульт зани�

мает третье место после болезней

сердца и новообразований, являясь

ведущей причиной смертности. В

последние годы достигнут значи�

тельный прогресс в изучении пато�

генетических механизмов сосудис�

тых заболеваний мозга. Следствие

ишемии головного мозга — после�

довательное развитие патобиохими�

ческих реакций глутамат�кальцие�

вого каскада, сопровождаемых ак�

тивацией свободно�радикальных

процессов [1]. Гиперпродукция ак�

тивных форм кислорода и азота на

фоне дефицита антиоксидантной

защиты приводит к развитию окси�

дативного стресса и его разновид�

ности — нитрозирующего стресса

[2, 3]. Токсичность NO на клеточ�

ном уровне связывают с образова�

нием нитрозольных комлексов  с

железом гемовых белков или их S�

нитрозилированием. Следствием

таких модификаций является инги�

бирование ферментов дыхательной

цепи, цикла Кребса, снижение заря�

да митохондрий, трансляционной и

трансрипционной активности кле�

ток [3, 4].  Установлена роль цито�

токсических дериватов NO в индук�

ции  апоптоза и в формировании

очагов поражения нервной ткани

[5]. Определена роль тиол�дисуль�

фидной системы и, в частности ее

глутатионового звена, в защите ней�

ронов от повреждений  [6]. Показа�

но, что соотношения оксида азота и

системы  глутатиона являются фак�

торами, определяющими дальней�

шую судьбу нейрона в условиях

ишемии. В условиях ишемических

повреждений головного мозга в

ранние сроки развивается нитрози�

рующий стресс, приводя к нитрози�

рованию тиолов, изменяя тиол�ди�

сульфидное равновесие белков ми�

тохондриальной поры. В случае нес�

пособности антиоксидантных сис�

тем нейрона утилизировать избыток

NO происходит развитие  реакций

оксидативного и карбонильного

стресса, которые существенно сме�

щают тиол�дисульфидное равнове�

сие в стороны окисленных тиолов,

формирование стойкой митохонд�

риальной дисфункции с дефицитом

энергетических запасов клетки, раз�

витие трансмиттерного аутокоидо�

за, изменение ответа генома, приво�

дящих к гибели клетки [5, 6]. Анализ

литературных данных показывает,

что перспективным направлением

нейропротекции является модуля�

ция синтеза NO  и утилизация его

агрессивных дериватов. С этой

целью проходят испытания как ин�

гибиторы NO�синтазы, так и скаве�

нджеры NO. Результаты проведен�

ных исследований показали преи�

мущество скавенджеров NO в каче�

стве потенциальных нейропротек�

торов [7, 8].  Интерес представляют

тиосодержащие препараты (тиотри�

азолин, α�липоевая кислота, цисте�

ин), которые способны связывать

цитотоксические дериваты NO и ока�

зывать нейропротективное действие.

Проводится поиск тиолсодержащих

скавенджеров NO и среди новых

азогетероциклов. В предыдущих ра�

ботах нами было сообщено о выде�

лении соединения NC�224 в ряду S�

замещенных хиназолина, которое

обладает выраженными антиоксида�

нтными свойствами in vitro в систе�

мах образующих NO.

Целью настоящего исследова�

ния является доказательство нали�

чия нейропротекторной активности

соединения NC�224 в опытах in vitro

и участие в механизме его действия

NO и  глутатионовой системы.

Материалы и методы
Для исследований in vitro нейро�

ны выделяли из коры головного

мозга 10�дневных крыс линии Вис�

тар.  Метод основан на дезинтегра�

ции мозговой ткани путем последо�

вательного фильтрования через ней�

лоновые сита в среде, содержащей

поливинилпираллидон (ПВП), бы�

чий сывороточный альбумин и хло�

ристый кальций, с последующим

ультрацентрифугированием в гради�

енте плотности сахарозы и фиколла.

Использование для выделения ней�

ронов 10�дневных крыс позволяет

получить из коры головного мозга

значительное количество нейро�

нальных и нейроглиальных клеток

высокой степени белкового обога�

щения (до 79%) [9]. Нитрозирую�

щий стресс моделировали внесени�

ем в инкубационную среду токси�

ческой концентрации (500 мкМ)

DNIC — динитрозольный комплекс

железа. DNIC в отличие от NO яв�

ляется более сильным нитрозилиру�

ющим агентом, взаимодействует с

тиолами белков, гистидином, ас�

партатом, глутамином, метиони�

ном, цистеином, глутатионом и об�

разуя N� и S�нитрозотиолы. [6].

Для выделения митохондрий

суспензию нейроцитов центрифуги�

ровали 7 мин. при 700 g, (4оC). Затем
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супернатант центрифугировали

повторно 15 мин. при 11000 g (4оC).

Митохондрии суспендировали в не�

большом объеме среды выделения,

не содержащей ЭДТА, и хранили на

льду [9].

Интенсивность оксидативного

стресса оценивали по концентрации

маркеров окислительного повреж�

дения белков — альдегидфенилгид�

разонов (АФГ) и кетонфенилгидра�

зонов (КФГ), нитротирозина [10].

Состояние тиол�дисульфидной

системы изучали по концентрации в

митохондриях и суспензии нейро�

нов глутатиона окисленного и вос�

становленного, которые определяли

флюорометрически по реакции о�

фталевым ангидридом. Состояние

антиоксидантной системы оценива�

ли по активности ферментов тиол�

дисульфидной системы: глутатион�

S�трансферазы (ГSТ), глутатионре�

дуктазы (ГР) в суспензии нейронов,

а также по активности Mn�SOD в

суспензии митохондрий [9].

Для определения количества

апоптирующих клеток суспензию

нейронов окрашивали флуоресце�

нтным красителем Hoechst 33342

(апоптоз), селективно окрашиваю�

щий апоптирующие нейроны в зе�

леный цвет [11].

Степень митохондриальной дис�

функции оценивали по скорости

открытия митохондриальной поры

в суспензии митохондрий,  выде�

ленных из головного мозга крыс ли�

нии Вистар, массой 100�120 гр.[12].

Суспензию митохондрий предвари�

тельно инкубировали с 500 мкМ

DNIC в течении 60 мин. при

tо=37оC.

Статистическую обработку ре�

зультатов проводили методами ма�

тематической статистики с приме�

нением пакетов прикладных прог�

рамм "Биостатистика для Windows,

версия 4.03" и "Microsoft Excel 2002".

Для каждого исследуемого признака

определяли показатели среднего

арифметического (М) и стандарт�

ной ошибки среднего арифметичес�

кого (m). Нормальность распределе�

ния проверяли с использованием

теста Колмогорова�Смирнова. При

условии соответствия нормальности

распределения достоверность полу�

ченных различий сопоставляемых

величин оценивали с использовани�

ем t�критерия Стьюдента. Достовер�

ность отличий относительных вели�

чин оценивалась с применением

критерия х2. Достоверными считали

отличия с уровнем значимости бо�

лее 95% (p < 0,05).

Результаты и их обсуждения
Введение в инкубационную сре�

ду DNIC в концентрации 500 мкМ

приводило к повышению маркеров

окислительного повреждения бел�

ков — АФГ — на 53% и КФГ — на

61%, а также увеличение содержа�

ния нитротирозина (более чем на

68%). 

Кроме того, инкубирование ней�

ронов с DNIC приводило к смеще�

нию тиол�дисульфидного равнове�

сия в сторону окисленных тиолов, о

чем свидетельствовало снижение

уровня глутатиона, восстановлен�

ного (на 85%), и увеличение на 85%

его окисленной формы, на фоне

снижения активности ключевых

ферментов тиол�дисульфидной сис�

темы — ГSТ — на 77% и ГР — на 57%

по отношению к интактным пробам

(табл. 1).

Таким образом, внесение в инку�

бационную среду нейронов DNIC

(500 мкМ) приводило к депривации

глутатионового звена тиол�дисуль�

фидной системы (дефицит восста�

новленных форм глутатиона при

торможении активности ГР и ГSТ),

что в свою очередь, вызывает неко�

нтролируемую продукцию активных

форм кислорода и азота и развитие

оксидативного (повышение АФГ и

КФГ) и нитрозирующего (повыше�

ние нитротирозина) стрессов.

Важно отметить, что выше опи�

санные патобиохимические измене�

ния приводили к усилению процес�

сов клеточной гибели в суспензии

нейронов, о чем свидетельствовало

статистически достоверное (p<0,05)

повышение количества апоптичес�

ки измененных нейронов, прокра�

шенных Hoechst 33342 (табл. 1). 

Согласно нашими исследовани�

ями, а также работами других авто�

ров митохондрии могут играть важ�

ную роль в инициации нейроапоп�

тоза [5,12]. 

Для более детального выяснения

роли митохондрий в механизмах

NO�опосредованной нейродеструк�

ции нами была проведена серия

экспериментов на суспензии выде�

ленных из головного мозга митохо�

ндрий и преинкубированных с 500

мкМ DNIC. В результате экспери�

мента было установлено, что внесе�

ние в суспензию митохондрий

DNIC приводит к снижению коли�

честв восстановленного глутатиона

на 62% и угнетению активности Mn�

SOD более чем на 47%. Также было

выявлено снижение мембранного

потенциала митохондрий и увели�

чение светопоглощения при 540 нм,

свидетельствующее об открытии

митохондриальной поры (табл. 2). 

По всей видимости, внесение

DNIC в суспензию митохондрий го�

ловного мозга вызывает необрати�

Показатели
Интакт

(суспензия нейронов без

инкубации с  DNIC)

Контроль
(суспензия нейронов с

инкубацией DNIC)

АФГ, у.е./мг/белка 5,3±0,18 10,8±1,1*

КФГ, у.е./мг/белка 2,0±0,11 6,23±0,15*

Нитротирозин,

у.е./мг/белка
11,7±0,64 36,2±1,45*

Количество Hoechst�

позитивных клеток в

видимом поле (M±m)

12,7±2,67 90,3±4,6*

Глутатион, восст.

мкм/гр/ткани
3,6±0,21 0,5±0,12*

Глутатин окисл.

мкм/гр/ткани
0,13±0,026 0,5±0,037*

ГSТ, у.е./мг/белка 31,6±1,22 7,11±0,62*

ГР, у.е./мг/белка 12,2±0,73 4,9±0,5*

Таблица 1

Показатели системы глутатиона, продукты ОМБ , нитротирозин  в
суспензии нейронов и количество апоптически измененных клеток  при

инкубации с  DNIC

Примечание: * — p<0,05 по отношению к интакту
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мое нитрозилирование железосер�

ных кластеров митохондриальных

белков, что в свою очередь, приво�

дит к снижению и других антиокси�

дантных систем, а также формирует

развитие митохондриальной дисфу�

нкции [13, 14]. Выявленный нами

дефицит восстановленного глутати�

она в митохондриях, в условиях нит�

розирующего стресса, приводит к

усилению NO�опосредованной оки�

слительной модификации цистеин

зависимых участков белков, образу�

ющих митохондриальную пору. Ток�

сические концентрации дериватов

NO (пероксинитрит, ион нитрозо�

ния), образующихся при участии

DNIC (500 мкМ) в митохондриях,

подвергают окислительной моди�

фикации Mn�SOD, снижению ее

активности [17]. Снижение актив�

ности Mn�SOD способствует вто�

ричному "всплеску" свободно�ради�

кальных реакций и усилению окис�

лительной деструкции Red�Oxi —

чувствительных участков митохонд�

риальной мембраны и формирова�

нию стойкой митохондриальной

дисфункции [18�20].

Полученные нами результаты не

противоречат данным других иссле�

дователей, свидетельствующих о ро�

ли нарушений оксидантного гоме�

остаза в гибели нейронов.  Было ус�

тановлено, что нитрозирующий

стресс формирует стойкий  дефицит

восстановленного глутатиона, в ре�

зультате чего происходит  повыше�

ние цитотоксичности  дериватов

NO и их взаимодействие с алифати�

ческими и ароматическими амина�

ми с образованием N� нитроаминов,

о чем свидетельствует увеличение

уровня нитротирозина на 67% в сус�

пензии нейронов. Развитие дефицита

восстановленных форм глутатиона в

условиях нитрозирующего стресса

снижает и биологическую доступ�

ность NO и приводит к образованию

N2O3, который  нитрозилирует тио�

лы, еще более истощая запасы глута�

тиона и смещая тиол�дисульфидное

равновесие [21, 22, 24, 25].

Кроме того, неконтролируемый

рост активных дериватов NO приво�

дит к окислению белков дыхатель�

ной цепи митохондрий и инактива�

цией  SOD, что еще более истощает

антиоксидантную систему нейрона.

Далее с нарастанием концентрации

активных форм NO происходит

окисление SH�групп ATP/ADP� ан�

типортера — белке внутренней

мембраны митохондрий, приводя к

превращению этого переносчика

адениннуклеотидов в неспецефи�

ческий канал, проницаемый для

любых низкомолекулярных веществ

[12, 15�17]. Открытие пор превраща�

ет митохондрии из "электростан�

ций" в "топку" субстратов окисления

без образования АТФ. В связи с отк�

рытием поры, митохондрия стано�

вится проницаемой для ионов K+ и

Cl�, и только белки обуславливают

ее осмотическое давление. Пос�

кольку в матриксе белков гораздо

больше, чем в межмембранном

пространстве, вода начинает посту�

пать в матрикс, стремясь разбавить

находящийся там белковый раствор.

В результате матрикс набухает, греб�

ни внутренней мембраны "расправ�

ляются", а внешняя мембрана, пло�

щадь которой меньше площади

внутренней мембраны, разрывает�

ся, в цитозоль выходят белки апоп�

тоза, развивается так называемый

"митоптоз", инициирующий апоп�

тическую гибель всей нейрональной

клетки [12].

Для оценки нейропротективного

действия нового S�производного

хиназолина при NO�индуцирован�

ной нейротоксичности были опре�

делены его эффективные концент�

рации. С этой целью в суспензию

нейронов вносили NC 224 в конце�

нтрациях 10�3, 10�5, 10�7М. Препарат

сравнения — Тиотриазолин, вноси�

ли в концентрации 10�5 М [6]. Из

таблицы 3 видно, что наиболее эф�

фективной концентрацией соедине�

Показатели

Интакт
(суспензия

митохондрий без

добавления 

500 мкМ DNIC)

Контроль
(суспензия митохондрий

с добавлением  

500 мкМ DNIC)

Открытие

митохондриальной поры

(поглощение, 540 нм)

119,8±2,7 63,8±1,3*

Изменение мембранного

потенциала заряда

митохондрий (ψ)

68,7±1,28 31,8±2,0*

Глутатион,

восст.(митохондр.)

мкм/гр/ткани

5,7±0,44 1,89±0,10*

Mn�SOD,

у.е/мг/белка/мин
121,1±0,31 70,8±0,76*

Таблица 2

Показатели функционального состояния митохондрий, активность 
Mn�SOD и уровень восстановленного глутатиона в митохондриях при

инкубации с DNIC

Примечание: * — p<0,05 по отношению к интакту

Серии
Кол�во Hoechst 3342 — позитивных

клеток в видимом поле

Интакт 10,7±3,24

Контроль 95,6±8,4

Тиотриазолин, 10�5 49,7±5,21*

NC (10�7) 57,3±5,43*

NC (10�5) 34,3±6,56**

NC (10�3) 68,6±5,6*

Таблица 3

Влияние NC�224 в различных концентрациях на процессы клеточной
гибели  в суспензии нейронов, преинкубированных с DNIC)

Примечание: 

* — p<0,05 по отношению к контролю;

** — p<0,05 по отношению к Тиотриазолину
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ния NC�224 является 10�5М.   NC�224

(10�5 М), снижает количество апоп�

тически измененных нейронов бо�

лее чем на 77% по отношению к

контролю, при этом статистически

достоверно (p<0,05), превышая та�

ковые показатели Тиотриазолина.

С целью исследования механиз�

мов нейропротективного действия

NC�224 было изучено его влияние на

показатели антиоксидантной, тиол�

дисульфидной систем, митохондри�

альной дисфункции в суспензии

нейронов и митохондрий при моде�

лировании нитрозирующего стресса.

Биохимическими исследования�

ми установлено, что введение в ин�

кубационную среду NC�224 (10�5М)

приводило к уменьшению выражен�

ности ОМБ (снижение в среднем

АФГ (на 20%), КФГ (на 37%), нит�

розирующего стресса (уменьшение

концентрации нитротирозина на

42%), повышение активности Mn�

SOD на 28% по отношению к конт�

рольным пробам); а также повыше�

ние концентрации восстановленно�

го глутатиона (76%) и снижении его

окисленной формы в среднем

(60%). При этом в пробах, содержа�

щих  NC�224 (10�5М), повышается

активность ферментов тиол�дисуль�

фидной системы — Г�S�Т и ГР на

60% и 43% соответственно (табл. 4).

Внесение NC�224 в суспензию ми�

тохондрий в условиях нитрозирую�

щего стресса приводило к повыше�

нию количества митохондриального

глутатиона (38 %), а также повыше�

нию активности Mn�SOD (21 %)

(табл. 4). Как видно из таблицы 4,

по всем показателям соединение

NC�224 достоверно превышало по�

казатели контрольных проб, а по та�

ким показателям как  снижение

уровня КФГ, нитротирозина, повы�

шение активности  Mn�SOD, глута�

тионредуктазы и содержания мито�

хондриального глутатиона — тиот�

риазолин.

Способность NC�224 ограничи�

вать NO�опосредованную  модифи�

кацию белковых макромолекул, в

особенности за счет  S�превраще�

ний, обуславливает его способность

более выражено, чем Тиотриазолин,

снижать явления митохондриаль�

ной дисфункции. Из диаграммы 1

видно, что NC�224 ограничивало

развитие митохондриальной дисфу�

нкции, тормозя открытие митохо�

ндриальной поры и сохраняя заряд

митохондрий.

Таким образом, проведенными

экспериментальными исследовани�

ями была установлена  высокая ней�

ропротекторная эффективность сое�

динения NC�224 в условиях модели�

рования нитрозирующего стресса. 

Таблица 4

Влияние NC�224 и Тиотриазолина на показатели антиоксидантной и тиол�дисульфидной систем в суспензии
нейронов и митохондрий, преинкубированных с DNIC

Примечание: 

* — p<0,05 по отношению к контролю;

** — p<0,05 по отношению к Тиотриазолину

Показатели
Контроль

(суспензия нейронов с добавлением 

500 мкМ DNIC)

NC�224
10�5

Тиотриазолин,
10�5

АФГ,

у.е./мг/белка
11,8±1,16 8,7±0,43* 8,96 ±0,35*

КФГ,

у.е./мг/белка
5,2±0,24 3,6±0,19** 4,3±0,2*

Нитротирозин,

у.е./мг/белка
38,5±1,62 28,33±0,64** 32,43±0,31*

Mn�SOD,

у.е/мг/белка/мин
73,4±0,74 93,5±0,27** 87,6±0,22*

Глутатион восст,

мкм/гр/ткани
0,54±0,18 1,3±0,063* 1,0±0,074*

Глутатион окисл.

мкм/гр/ткани
0,47±0,042 0,28±0,017* 0,3±0,03*

Г�S�Т,

у.е./мг/белка
7,15±0,74 16,3±0,1* 15,9±0,18*

ГР,

у.е./мг/белка
5,2±0,47 8,6±0,35** 7,6±0,37*

Глутатион, восст.(митохондр.)

мкм/гр/ткани
2,11±0,10 3,42±0,11** 2,89±0,37*

Влияние NC$224 на показатели митохондриальной дисфункции в суспензии
нейронов,  преинкубированных с DNIC (500 мкМ)).

Примечание: * — p<0,05 по отношению к контролю;
** — p<0,05 по отношению к Тиотриазолину
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Губський Ю.І., Бєленічев І.Ф., Левицький Є.Л., Павлов С.В.,
Моргунцова С.А., Бухтіярова Н.В., Коваленко С.І., 

Бабенко Л.П.

ВПЛИВ S�ЗАМІЩЕНОГО ХІНАЗОЛІНУ (NC�
224) НА ПОКАЗНИКИ СИСТЕМИ ГЛУТАТІОНУ,

ФУНКЦІОНАЛЬНОЇ АКТИВНОСТІ МІТО�
ХОНДРІЙ ТА АПОПТОЗУ НЕЙРОНІВ В УМО�

ВАХ НІТРОЗУЮЧОГО СТРЕСУ IN VITRO

У статті авторами було досліджено вплив нітрозуючого стресу

на стан тіол�дисульфідної системи, активності антиоксидантних

ферментів, показники мітохондріальної дисфункції та типу

клітинної загибелі нейронів. Показано, що внесення до інку�

баційного середовища DNIC у концентрації 500 мкМ призводило

до значного зміщення тіол�дисульфідної рівноваги у бік окисле�

них тіолів, зменшення активності супероксиддисмутази, падіння

заряду мітохондрій, відкриттю мітохондріальної пори та посиле�

ню апоптозу у суспензії нейронів. Введення до інкубаційного се�

редовища похідного хіназоліну з робочою назвою NC�224 та Тіот�

риазоліну у концентрації 10�5 призводило до встановлення тіол�

дисульфідної рівноваги, підвищенню активності антиоксидант�

них ферментів та покращенню функціональних характеристик

мітохондрій. За рахунок позитивної дії досліджуваних сполук на

тіол�дисульфідну систему, вони були здатні деякою мірою за�

побігати апоптичній загибелі нейронів. За силою дії сполука NC�

224 статистично вірогідно перевищувала подібну активність ре�

ферент�препарату  —  Тіотриазолін.

Ключові слова: нейрони, нітрозуючий стрес, тіол�дисульфіди,

антиоксиданти, ферменти, мітохондрії, похідне хіназоліну, 

NC� 224, тіотриазолін, апоптоз.

Gubsky Y.I., Belenichev I.F., Levitsky E.L., Pavlov S.V.,
Morhuntsova S.A., Buhtiyarova N.V., Kovalenko S.I., 

Babenko L.P.

INFLUENCE OF S�SUBSTITUTION HINAZOLIN
(NC�224) ON THE PARAMETERS OF THE SYSTEM
OF GLUTATHION, THE FUNCTIONAL ACTIVITY
OF MITOCHONDRIA AND APOPTOS OF NEU�

RONS IN A NITROZ STRESS IN VITRO.

In this article the authors have investigated the impact of nitroz stress

on the state of tiol�disulfide system, the activity of antioxidant enzymes,

indicators of mitochondrial dysfunction and type of cells neurons death.

It was shown that brining DNIC to the incubation environment in con�

centrations of 500 microns resulted in a significant shift tiol�disulfide bal�

anse in the direction tiol oxidized, reduced activity of superoxidedismu�

tase, drop charge of mitochondria, mitochondrial pore opening and

increase apoptosis in suspension of neurons. Introduction to the incuba�

tion environment hinazolin with original working title of NC�224 and

Tiotryazolin in concentration led to a 10.5 installation tiol�disulfide bal�

ance, increased activity of antioxidant enzymes and improve the func�

tional characteristics of mitochondria. Due to the positive action of the

investigated compounds tiol�disulfide system, they were able to partly

prevent apoptotic death of neurons. By force action compound NC�224

statistical  exceeded such activity of assistant�drug  —  Tiotryazolin.

Keywords: neuron, nitroz stress, tiol�disulfides, antioxidants,

enzymes, mitochondria, derivation hinazolin, NC�224, tiotryazolin

apoptos.
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