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Пренатальная гипоксия (ПГ) вызывает патологические изменения в головном мозге и может привести
к необратимым долгосрочным нарушениям его развития и возникновению психоневрологических па-
тологий у детей. Фармакологическая коррекция постгипоксических нарушений ЦНС является приори-
тетной проблемой современной медицины. Целью настоящего исследования явилось изучение нейро-
протективного действия ангиолина, тиотриазолина, тамоксифена, глуторедоксина, цереброкури-
на, антагониста IL-1b (РАИЛ), мексидола и L-аргинина в сравнении с референс-препаратом
пирацетамом по их влиянию на экспрессию факторов эндогенной нейропротекции для дальнейше-
го обоснования применения их в лечении пренатального поражения ЦНС в модели хронической ге-
мической ПГ. Методами ПЦР в реальном времени и иммуноферментного анализа были изучены
экспрессия мРНК HSP70, HIF-1, c-fos и содержание HSP70 в цитоплазматической и митохондриаль-
ной фракциях головного мозга крысят на 60е сут жизни, перенесших ПГ. Установлено, что хрони-
ческая ПГ приводит к угнетению транскрипционных процессов в нейронах и подавлению синтеза
HIF1a, HSP70 и c-fos. Изучаемые препараты способны модулировать HSP70-опосредованные меха-
низмы эндогенной нейропротекции. Наиболее активными среди модуляторов HSP70 в условиях
хронической ПГ являются цереброкурин (150 мкл/кг) и ангиолин (50 мг/кг), которые превосходят
другие исследуемые препараты по уровню повышения экспрессии мРНК HSP70, мРНК HIF-1α и
концентрации белка HSP70 в головном мозге экспериментальных животных и могут рассматривать-
ся в качестве перспективных нейропротективных средств в комплексной терапии после ПГ.
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ВВЕДЕНИЕ

Гипоксические повреждения головного мозга
занимают ведущее место в структуре перинаталь-
ной патологии нервной системы у новорожден-
ных детей, и, несмотря на интенсивность иссле-
дований, актуальность данной проблемы не сни-
жается, так как патогенез и этиология остаются
во многом неясны, а лечение требует разработки
новых лекарственных препаратов [1]. Пренатальная
гипоксия (ПГ) и асфиксия являются основными
причинами перинатальной смертности, составляя
от 20 до 50% в ее структуре [2]. Развивающийся мозг
новорожденного чрезвычайно чувствителен к

воздействию гипоксии, которая не только вызы-
вает очаговые повреждения мозговой ткани, но и
тормозит ангиогенез, нарушает клеточную диф-
ференцировку [3]. Новорожденные, перенесшие
ПГ, отличаются различными клинико-метаболи-
ческими, иммунологическими, гормональными
расстройствами адаптации к внеутробной жизни,
высокой частотой инфекционных заболеваний,
психоневрологических нарушений и существен-
ных отклонений развития в последующие годы
жизни [2, 4]. Существенный прорыв в изучении
молекулярных механизмов функционирования
мозга в условиях нормы и патологии осуществлен
лишь в последний годы, благодаря успехам моле-
кулярной биологии, нейрохимии и фундамен-
тальной фармакологии [5]. Гипоксическое повре-
ждение ЦНС плода происходит вследствие сни-
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жения парциального давления кислорода за счет
ухудшения маточного кровообращения, плацен-
тарной недостаточности и при заболеваниях пло-
да [5, 6]. Различают механизмы нейродеструкции
в период острой ПГ – трансмиттерный аутокои-
доз, глутамат-кальциевый каскад, нарушение
нитроксидергической системы, энергодефицит, а
также в постгипоксический период, который значи-
тельно пролонгирован во времени – оксидативный
стресс, вторичная митохондриальная дисфункция,
нейроапоптоз, нейровоспаление, дефицит нейро-
трофических и цитопротективных факторов [2, 5, 7].
Эволюцией предусмотрены компенсаторно-при-
способительные механизмы системы мать–пла-
цента–плод, повышающие устойчивость ЦНС
плода – активация компенсаторных энергетиче-
ских шунтов, экспрессия факторов эндогенной
цитопротекции, генов ответственных за синтез ан-
тиоксидатных ферментов, а также факторов регу-
ляции гемоциркуляции [4]. Работами первых деся-
тилетий XXI в. показана роль белков теплового
шока (HSP) и фактора индуцированного гипо-
ксией HIF-1 в реализации механизмов эндоген-
ной нейропротекции при гипоксическом пора-
жении мозга [7–10]. В настоящее время с целью
нейропротекции после ПГ применяются ноотро-
пы, антигипоксанты, вазоактивные средства [11–
19]. Однако их действие не удовлетворяет требова-
ниям клиники. В этой связи, а также основываясь
на многочисленных работах сотрудников кафедры
фармакологии и медицинской рецептуры Запорож-
ского государственного медицинского университе-
та (ЗГМУ), перспективным направлением нейро-
протекции после ПГ можно обозначить примене-
ние средств, активирующих HSP70 – зависимые
механизмы эндогенной нейропротекции. В этом
отношении интерес представляют такие лекар-
ственные препараты, как ангиолин, тиотриазолин,
тамоксифен, глуторедоксин, цереброкурин, РАИЛ,
которые показали свою способность в регуляции
экспрессии HSP70 в условиях моделирования
ишемии головного мозга, миокарда, хронической
алкоголизации [7, 11–16]. Также интересным
представилось оценить HSP70 –механизм нейро-
протективного действия и таких препаратов, как
L-аргинин, мексидол и пирацетам, обладающих
различными механизмами цитопротективного и
противоишемического действия [17–19].

Цель исследования – оценить влияние ангио-
лина, тиотриазолина, тамоксифена, глуторедок-
сина, цереброкурина, РАИЛ, мексидола, L-арги-
нина и референсного препарата пирацетама на
экспрессию факторов эндогенной нейропротекци
и экспериментально обосновать перспективность
дальнейшего изучение средств – модуляторов
этой системы в качестве компонентов ком-
плексного лечения пренатального гипоксиче-
ского поражения ЦНС.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика лабораторных животных и экс-
периментальной модели ПГ. Опыты проведены на
50 аутбредных белых нелинейных самках и 10 сам-
цах крыс, массой 220–240 г. в возрасте 4.5 мес.,
полученных из питомника ГУ “Институт фарма-
кологии и токсикологии АМН Украины”. Крысы
содержались в стандартных условиях вивария:
температура – 20–25°С, относительная влаж-
ность – 50–55%, естественное освещение, рацион,
рекомендуемый для этого вида лабораторных жи-
вотных, питьевой режим “ad libitum”. Экспери-
ментальную часть исследования выполняли в
строгом соответствии с национальными “Совмест-
ными этическими принципами экспериментов на
животных” (Украина, 2001), согласованными с по-
ложением Совета 2010/63EU Европейского парла-
мента и Совета от 22 сентября 2010 г. по защите жи-
вотных, используемых в научных целях, (Council
Directive 2010/63EU of the European Parlament and
of the Councilof 22 September 2010 on the protection
of animals used for scientific purposes). В работе ис-
пользовали модель хронической гемической нит-
рит-индуцированной ПГ [20, 21]. Для фиксиро-
ванной беременности виргинным самкам подса-
живали половозрелых самцов из расчета два
самца на четыре самки. Отсчет срока беременно-
сти крыс осуществляли с момента обнаружения
сперматозоидов во влагалищном мазке (1-й день
беременности). Моделирование гемической ги-
поксии осуществляли в пренатальном периоде
развития путем введения внутрибрюшинно бере-
менным самкам крыс раствора нитрита натрия
ежедневно с 16-го по 21-й день беременности в
дозе 50 мг/кг (доза, вызывающая гипоксию сред-
ней тяжести) [20]. Для контроля беременным
самкам вводили физиологический раствор в том
же режиме. Потомство было разделено на группы:
I – здоровые животные, полученные от самок с
нормальной физиологической беременностью,
которым вводили физиологический раствор; II-
контрольная группа крысят, после моделирова-
ния ПГ, которым ежедневно вводили физиологи-
ческий раствор; III–XI группы потомства крыс
после моделирования ПГ, которым ежедневно с
1-го по 30 день жизни вводили лекарственные
препараты.

Обоснование выбора лекарственных препаратов
и их характеристики. Нами были выбраны лекар-
ственные препараты с экспериментально дока-
занной способностью модулировать экспрессию
HSP70:

1. Тиотриазолин (морофолиний 3-метил-
1,2,4-триазолил-5-тиоуксусной кислоты) (2.5%
раствор для инъекций, “Артериум”, Украина),
метаболитотропный кардиопротектор и антиок-
сидант. Имеются данные, что препарат увеличи-
вает экспрессию HSP70 в миокарде при ишемии,
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хронической сердечной недостаточности и алко-
гольном поражении сердца [11].

2. Тамоксифен (таблетки, Финляндия, на их
основе экстемпорально приготовлен интраназаль-
ный гель (1 мг/1 мл) на кафедре технологи лекар-
ственных средств ЗГМУ) в низких дозах – агонист
β эстрогеновых рецепторов (β-ER). Способен по-
вышать концентрацию HSP70 в митохондриях и
цитозоле головного мозга и миокарда при острой
ишемии за счет регуляции механизмов, в которые
вовлечены активные формы кислорода и восста-
новленный глутатион (АФК/GSH-зависимые
механизмы) [12].

3. Ангиолин ([(S)-2,6–диаминогексановой
кислоты 3-метил-1,2,4-триазолил-5-тиоацетат)
(субстанция, НПО “Фарматрон”, Украина), проти-
воишемическое, эндотелиопротективное средство.
Повышает экспрессию HSP70 в митохондриях и ци-
тозоле головного мозга и миокарда при острой и
хронической ишемии, алкогольной болезни. Также
в ответ на ишемию нормализует экспрессию гена
раннего реагирования (c-fos) и васкулоэндотели-
ального фактора роста (VEGF) [13].

4. Глуторедоксин (Сигма–Олдридж, США).
Полученные ранее данные свидетельствуют, что
глуторедоксин влияет на GSH-зависимые меха-
низмы экспрессии HSP70 в митохондриях и цито-
золе головного мозга при острой церебральной
ишемии [14].

5. Цереброкурин (раствор для инъекций, НПО
“НИР”, Украина). Цереброкурин содержит ней-
ропептиды, белки S-100, рилин, фактор роста
нервов (NGF) (не менее 2 мг/мл) и аминокисло-
ты. Проявляет выраженное нейропротективное
действие, повышает пластичность нейронов, сти-
мулирует экспрессию транскрипционных факто-
ров, а также защитных белков, в том числе HSP [15].

Также в качестве перспективных средств ней-
ропротекции изучались:

6. РАИЛ – селективный антагонист IL-1b (суб-
станция предоставлена Федеральным государствен-
ным унитарным предприятием “Государственный
научно-исследовательский институт особо чистых
биологических препаратов” (Россия, Санкт-Петер-
бург, ЛСР-007452/1-0300710). Субстанция получе-
на биотехнологически из E. coli TG1(pTAC-hlL-1ra),
в своей структуре содержит 153 фрагментов ами-
нокислот. Молекулярная масса 17, 906 кДа. Ин-
траназальный РАИЛ-гель (5 мг/1 мл) разработан
на кафедре технологии лекарственных средств
ЗГМУ). РАИЛ прерывает IL-b – зависимые каскад-
ные механизмы ишемической нейродеструкции
[16]. Имеются данные, что РАИЛ нормализует глу-
татион (GSH)-зависимые механизмы экспрессии
HSP70 в митохондриях и цитозоле головного моз-
га при острой ишемии [22].

7. L-аргинин (42% раствор для инъекций во
флаконе, Тивортин, Юрия-фарм, Украина) –
прекурсор NO, снижает нарушения в нитрокси-
дергической системе при ишемии, проявляет эн-
дотелиотропное, антиоксидатное действие [17].

8. Мексидол (2-этил-6-метил-3-гидроксипи-
рида сукцинат, раствор для инъекций, 50 мг/мл,
НПК “Фармасофт”, “Эллара”, Россия. Антиокси-
дант с нейропротективными свойствами. Тормозит
механизмы ишемической нейродеструкции, в ко-
торых неросредственное участие принимают ак-
тивные формы кислорода (АФК – зависимые ме-
ханизмы) [18].

9. В качестве референс-препарата был отобран
пирацетам (200 мг/мл, АТ “Фармак”, Украина).
Пирацетам – ноотропное средство с выраженным
противоишемическим действием [19]. Выбор пира-
цетама в качестве референсного препарата обуслов-
лен тем, что доклиническими исследованиями до-
статочно полно изучен молекулярно-биохимиче-
ский механизм ноотропного, нейропротективного
и противоишемического действия данного лекар-
ственного средства, имеется доказательная база
его клинической эффективности [2, 7]. Пираце-
там включен в протоколы ведения больных с ост-
рыми нарушениями мозгового кровообращения,
черепно-мозговыми травмами, а также с фето-
плацентарной недостаточностью и пренатальной
энцефалопатией Украины, Российской Федера-
ции, США и Евросоюза в качестве базового сред-
ства нейропротекции [7, 19].

Препараты вводили по следующей схеме – пи-
рацетам 500 мг/кг, в/б, ангиолин 50 мг/кг, в/б, тиот-
риазолин 50 мг/кг, в/б, мексидол – 100 мг/кг, в/б,
L-аргинин 200 мг/кг, в/б, глуторедоксин 200 мкг/кг,
в/б, тамоксифен 0.1 мг/кг, интаназально, РАИЛ
1 мг/кг, интаназально, цереброкурин – 150 мкл/кг,
в/б. При подборе дозировки использовались ин-
струкции к препаратам и результаты наших
предыдущих исследований [7, 11, 13, 22].

Крыс выводили из эксперимента на 60 сут
жизни под тиопенталовым наркозом (40 мг/кг).
Для исследований брали кровь из брюшной арте-
рии и мозг. С головного мозга быстро удаляли
кровь, отделяли от мозговой оболочки и исследу-
емые кусочки помещали в жидкий азот. Затем из-
мельчали в жидком азоте до порошкообразного
состояния и гомогенизировали в 10-кратном объ-
еме среды при 2°С, содержащий (в ммоль): саха-
розы – 250, трис-HCl-буфера – 20, ЭДТА – 1
(рН 7.4). При температуре (+4°С) методом диффе-
ренциального центрифугирования на рефрижера-
торной центрифуге Sigma 3-30k (Германия) выделя-
ли митохондриальную фракцию. Головной мозг
экспериментальных животных помещали на сут-
ки в фиксатор Буэна и после стандартной гисто-
логической проводки ткань заключали в парап-
ласт. Для проведения ПЦР на ротационном мик-
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ротоме изготавливали срезы V–VI слоя
сенсомоторной коры толщиной 5 микрон. Спо-
собность позитивно модулировать механизмы
эндогенной нейропротекции у исследуемых ле-
карственных средств оценивалась по экспрессии
и концентрации HSP70, а также по экспрессии
HIF-1 и c-fos. Одним из нейропротективных эф-
фектов HSP70 является пролонгирование “времени
жизни” HIF-1, который в условиях гипоксии спо-
собен активировать и регулировать компенсатор-
ные цитозольно-митохондриальные шунты (в част-
ности, малат-аспартатный) [7]. Фактор тран-
скрипции c-fos (иногда в литературе его
называют геном раннего реагирования) быстро и
временно активируется в ответ на воздействия са-
мого широкого спектра, в том числе и на гипо-
ксию, и способен, в зависимости от выраженно-
сти экспрессии, участвовать в процессах от апо-
птоза до нейропротекции, запуская
транскриппцию HSP70 [42].

ПЦР в реальном времени. Экспрессию мРНК
HSP70, HIF-1, c-fos определяли методом полиме-
разной цепной реакции в реальном времени. Тка-
ни депарафинировали путем инкубации в двух
следующих друг за другом ванн ксилолов и 100%
этанола. После депарафинирования и центрифу-
гирования, осадок высушивали на воздухе для
удаления остатков этанола. Выделение тотальной
РНК из ткани крыс проводили с использованием
набора “Trizol RNA Prep 100” (“Изоген”, Россия),
который содержит следующие реагенты: Trizol re-
agent и ExtraGene Е. РНК выделяли в соответствии
с протоколом набора. Для обратной транскрипции
(синтез до ДНК) использовали “Набор реагентов
для проведения обратной транскрипции (ОТ-1)”
(“Синтол”, Россия). Для определения уровня
экспрессии исследуемых генов использовали ам-
плификатор CFX96 ™ Real-Time PCR Detection
Systems (“Bio-Rad Laboratories, Inc.”, США) и на-
бор реактивов для проведения ПЦР-РВ в присут-
ствии SYBR Green R-402 (“Синтол”, Россия).
Специфические пары праймеров (5'–3') для анали-
за исследуемых и референс-генов были подобраны
с помощью программного обеспечения Primer Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) и изготов-
лены фирмой ThermoScientific, США. Регистрация
интенсивности флуоресценции происходила ав-
томатически в конце стадии элонгации каждого
цикла по каналу автоматически SybrGreen. В ка-
честве референс-гена для определения относи-
тельного значения изменения уровня экспрессии
исследуемых генов был использован ген actin, be-
ta (Actb).

Иммуноферментный анализ. Принцип метода
основан на твердофазной энзим-связанной им-
муносорбции по принципу “сэндвича”. Уровень
белка теплового шока HSP70 определяли в цито-
плазматической и митохондриальной фракциях

головного мозга иммуноферментным методом,
используя набор AMP’D® HSP70 high sensitivity
ELISA kit, Enzo (Швеция). Концентрацию HSP70
выражали в нг/мл.

Статистические методы. Статистическая обра-
ботка данных научных исследований проводилась с
использованием пакета программ “Statistica® for
Windows 6.0” (StatSoft Inc., № AXXR712D833214-
FAN5), а также “SPSS 16.0”, “Microsoft Office Excel
2010”. Перед применением статистических крите-
риев проводилась проверка гипотезы о нормальном
законе распределения случайных величин (по кри-
терию Shapiro–Wilk и Колмогорова–Смирнова).
В условиях нормального распределения досто-
верность межгрупповых различий устанавлива-
лась с использованием параметрического t-крите-
рия Стьюдента. В случае, когда данные не соответ-
ствовали законам нормального распределения,
сравнительный анализ проводили с помощью не-
параметрического U-критерия Манна–Уитни. Для
сравнения независимых переменных в более чем
двух выборках применяли дисперсионный анализ
(ANOVA) при нормальном распределении или
критерий Kruskal–Wallis для распределения, от-
личного от нормального. Для анализа закономер-
ностей связи между отдельными показателями
проведен корреляционный анализ с использова-
нием коэффициента корреляции Пирсона или
Спирмена. Для всех видов анализа статистически
значимыми считали различия р < 0.05 (95%).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Анализируя данные, представленные на рис. 1,

характеризующие экспрессию HIF-1α, мРНК
HSP70 и мРНК c-fos в сенсомоторной коре голов-
ного мозга крысят на 60 сутки жизни, перенесших
ПГ, было установлено, что экспрессия мРНК
HIF-1α в группе не леченых крыс (контроль) бы-
ла на 67% ниже по сравнению с интактной груп-
пой. Также было зарегистрировано снижение
экспрессии мРНК HSP70 на 59% и мРНК c-fos на
72%. Методом иммуноферментного анализа было
установлено снижение концентрации HSP70 на
26% в митохондриях и почти в 2 раза в цитозоле
головного мозга крысят после перенесенной ПГ
по сравнению со здоровыми животными анало-
гичного возраста (рис. 2). Выявленные факты
свидетельствуют об угнетении транскрипцион-
ных процессов в нейронах и подавлении HSP70-
зависимых механизмов эндогенной нейропро-
текции.

Курсовое 30-суточное лечение отобранными
лекарственными препаратами оказывало различ-
ное по выраженности действия влияние на экс-
прессию мРНК HIF-1α, мРНК HSP70 и мРНК c-fos,
а также на концентрацию HSP70 в головном мозге
крысят, перенесших ПГ.
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Исследования экспрессии мРНК HIF-1α пока-
зало, что во всех группах, кроме животных, полу-
чавших L-аргинин, уровень синтеза белка HIF-1α
выше контрольных значений (тамоксифен в 4.9 раз,
цереброкурин – в 15.8 раз, пирацетам – на 82%,
ангиолин – в 13.9 раз, РАИЛ – в 6 раз, глуторе-
доксин – в 8.5 раз, тиотриазолин – в 6.2 раза, мек-
сидол – в 2.3 раза). Показатели экспресии мРНК
HIF-1α у животных после введения цереброкури-
на и ангиолина являются максимальными и до-
стоверно (p < 0.05) превышают показатели всех
экспериментальных групп, а уровень экспрессии

Рис. 1. Характер экспрессии мРНК HIF-1α (а), мРНК
HSP70 (б) и мРНК c-fos (в) в сенсомоторной коре го-
ловного мозга крыс, перенесших пренатальную гипо-
ксию, после постнатальной 30-суточной фармаколо-
гической коррекции на 60 день жизни (М ± m). Экс-
периментальные группы: I – здоровые животные
(интакт), n = 10; II – животные, перенесшие ПГ (кон-
троль), n = 10; III – ПГ + L-аргинин (200 мг/кг), n =
= 10; IV – ПГ + тамоксифен (0.1 мг/кг), n = 10; V – ПГ +
+ цереброкурин (150 мкл/кг), n = 10; VI – ПГ + пира-
цетам (500 мг/кг), n = 10; VII – ПГ + ангиолин
(50 мг/кг), n = 10; VIII – ПГ + РАИЛ (1 мг/кг), n = 10;
IX – ПГ + глуторедоксин (200 мкг/кг), n = 10; X – ПГ +
+ тиотриазолин (50 мг/кг), n = 10; XI – ПГ + мексидол
(100 мг/кг), n = 10. Примечание: * достоверные разли-
чия с контрольной группой (ПГ), р < 0, # достоверные
различия с контрольной группой пирацетама р < 0.05.
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Рис. 2. Количественные показатели содержания
HSP70 в митохондриальной (а) и цитозольной (б)
фракциях гомогената головного мозга крыс, перенес-
ших пренатальную гипоксию, после постнатальной
30-суточной фармакологической коррекции на 60 день
жизни (М ± m). Экспериментальные группы: I – здо-
ровые животные (интакт), n = 10; II – животные, пе-
ренесшие ПГ (контроль), n = 10; III – ПГ + L-арги-
нин (200 мг/кг), n = 10; IV – ПГ + тамоксифен
(0.1 мг/кг), n = 10; V – ПГ + цереброкурин (150 мкл/кг),
n = 10; VI – ПГ + пирацетам (500 мг/кг), n = 10; VII –
ПГ + ангиолин (50 мг/кг), n = 10; VIII – ПГ + РАИЛ
(1 мг/кг), n = 10; IX – ПГ + глуторедоксин (200 мкг/кг),
n = 10; X – ПГ + тиотриазолин (50 мг/кг), n = 10; XI –
ПГ + мексидол (100 мг/кг), n = 10. Примечание: * до-
стоверные различия с контрольной группой (ПГ), р < 0,
# достоверные различия с контрольной группой пи-
рацетама р < 0.05.
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мРНК HIF-1α у животных, получавших L-арги-
нин, не отличаются от показателей контроля.

Изменения в уровне экспрессии мРНК HSP70
после применения лекарственных препаратов в
целом соответствует показателям мРНК HIF-1α.
Большинство препаратов вызывает существенное
увеличение этого показателя (тамоксифен в 4.8 раз,
цереброкурин – в 17.4 раза, ангиолин – в 12.7 раз,
РАИЛ – в 7 раз, глуторедоксин – в 9.5 раз, тиот-
риазолин – в 5.2 раза). Применение L-аргинина,
мексидола и пирацетама демонстрирует незначи-
тельное (в сравнении с другими препаратами) по-
вышение уровня экспрессии мРНК HSP70 (на 39,
37.7, и 66% соответственно), а применение цере-
брокурина и ангиолина, как и в исследовании
экспрессии мРНК HIF-1α, характеризуется мак-
симальными значениями среди всех исследуемых
препаратов (рис. 1а).

Применение исследуемых лекарственных пре-
паратов приводит к увеличению показателей
уровня экспрессии мРНК c-fos в сенсомоторной
коре головного мозга крыс в большинстве экспе-
риментальных групп (тамоксифен – в 6 раз, цере-
брокурин – в 9 раз, ангиолин – в 10 раз, глуторе-
доксин – в 2 раза, тиотриазолин – в 4 раза, мекси-
дол – на 75%). Применение L-аргинина и РАИЛ
не вызывало достоверных изменений уровня экс-
прессии мРНК c-fos, а курсовое введение пираце-
тама привело к снижению данного показателя на
25%.

Показатели концентрации HSP70 в цитозоль-
ной фракции гомогената головного мозга крыс
экспериментальных групп в целом коррелируют
со значениями уровня экспрессии мРНК этого
белка. Так, введение ангиолина и цереброкурина
приводит к увеличению концентрации HSP70 в
цитозоле в 3 и 3.8 раза соответственно, а приме-
нение пирацетама и мексидола демонстрируют
минимальные значения. Показатели остальных
препаратов достоверно выше контрольной груп-
пы в 1.9–2.3 раза (рис. 2б).

Характер изменения концентрации HSP70 в
митохондриальной фракции в группах животных
после ПГ, получавших лечение исследуемыми пре-
паратами, демонстрирует разнонаправленность их
воздействия. Так, показатели концентрации HSP70
в митохондриях нейронов головного мозга живот-
ных, получавших L-аргинин и тиотриазолин не
отличаются от показателей не леченных живот-
ных, а в группах после лечения пирацетамом и
мексидолом незначительно снижаются (на 24% и
14% соответственно). Курсовое введение тамок-
сифена увеличило концентрацию митохондри-
ального HSP70 на 85%, РАИЛ – на 48% и глуторе-
доксона – на 57% (рис. 2а). Как и по другим ис-
следуемым показателям, максимальные значения
концентрации HSP70 в митохондриальной фрак-
ции демонстрируют препараты цереброкурин и

ангиолин (в 2.4 и в 2.2 раза выше контрольных
значений).

Можно предположить, что в механизме разви-
тия нейродеструктивных нарушений и последую-
щего когнитивного дефицита у крыс после ПГ су-
щественная роль принадлежит подавлению экс-
прессии гена раннего реагирования c-fos, что
связано с его транскрипционной ролью в синтезе
регуляторных белков, участвующих в механизмах
эндогенной нейропротекции, ангиогенеза, кон-
солидации памяти [5, 7]. Данное предположение
подтверждается и опытами других исследовате-
лей, в которых показано, что в инициации меха-
низмов эндогенной нейропротекции определен-
ную роль играют факторы транскрипции (c-fos и
c-jun), которые запускают экспрессию генов бел-
ков теплового шока (HSP70 и HSP72), а также фак-
тора, индуцируемого гипоксией (HIF-1) [23, 24].
Продукты c-fos генов играют решающую роль в
контроле над клеточным циклом, развитием, ро-
стом и клеточной дифференцировкой, а также
определяют судьбу дифференцированных нейро-
нов, участвуют в передаче информации от клетки
к клетке. При срыве адаптационных возможно-
стей организма, резкого увеличения АФК и дефи-
цита восстановленных тиолов, происходит инак-
тивация факторов транскрипции с последующим
подавлением экспрессии генов c-fos [23]. Извест-
но, что подавление трансляции мРНК c-fos в
структурах мозга нарушает кратковременную па-
мять на различных моделях обучения у разных
видов животных [24]. Таким образом, выше пред-
ставленные экспериментальные исследования
позволяют сделать предположение, что ген c-fos
является тем самым “мостиком”, через который
индивидуальный опыт животного вступает во
взаимодействие со всем генетическим аппаратом
[25, 26]. Однако, и усиление экспрессии гена c-fos
не выполняет физиологическую функцию. В слу-
чае, когда экспрессия гена усиливается более чем
в 20 раз, c-fos уже играет отрицательную роль. Ги-
перэкспрессия гена c-fos, как было отмечено в
СА1 гиппокампе крысят на 1–14 сут жизни после
перенесенной ПГ, приводит к значительному по-
вышению содержания в клетках белка c-fos, кото-
рый непосредственно участвует в процессе фраг-
ментации ДНК и инициировании процессов апо-
птической гибели клетки [5, 27]. Исходя из
вышеизложенного, можно сделать вывод, что ак-
тивация гена c-fos происходит при любых воздей-
ствиях на клетку. Характер экспрессии гена будет
определять дальнейшую судьбу клетки: либо в
ней будут активироваться трансляционные, тран-
скрипционные процессы, синтез пластических
материалов, либо она апоптически погибнет.

Индуцируемые гипоксией транскрипционные
факторы (Hypoxia-inducible factor, HIFs) являются
одним из приспособительных механизмов, акти-
вированных во время гипоксии/ишемии. Гипо-
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ксия стабилизирует HIF-1 субъединицу, которая
связывается с HIF-1α субъединицей и индуциру-
ет транскрипцию генов-мишеней, регулирующих
кислородный гомеостаз. Некоторые из этих ге-
нов, ассоциированных с регулированием HIF-1,
включают эритропоэтин, играющий важную роль
в выживании клеток, фактор роста эндотелия со-
судов, который активирует эндотелиальные клет-
ки и способствует капиллярному прорастанию [5,
28, 29], и транспортер глюкозы-1 (Glut-1), кото-
рый влияет на клеточный метаболизм глюкозы
[7]. HIF играет решающую роль в стимулирова-
нии ангиогенеза и метаболической адаптации в
процессе развития головного мозга. Экспрессия
гена HIF-1 зависит не только от гипоксии, но и
других регулирующих факторов, в том числе ге-
нетически обусловленных, и поэтому не всегда
может быть адекватной гипоксическому воздей-
ствию. В этом случае, а также когда гипо-
ксия/ишемия действует длительно и чрезмерно,
может развернуться каскад транскрипционных и
эпигенетических реакций и опосредованных ими
структурно-метаболических сдвигов, которые
могут знаменовать собой перепрограммирование
с высокой готовностью к перинатальному пора-
жению ЦНС [8].

Исследованиями последнего десятилетия пока-
зана способность белков теплового шока (HSP70)
проявлять защитное действие при ишемических
поражениях мозга и сердца [7, 30]. Нейропротек-
торное действие HSP70 обнаружено в условиях ок-
сидативного и нитрозирующего стрессов, глутамат-
ной эксайтотоксичности, при депривации глюкозы
и кислорода, а также на различных моделях ише-
мии головного мозга [11, 14, 31]. Повышение
HSP70 в тканях мозга свидетельствует об актива-
ции механизмов эндогенной нейропротекции, а
его дефицит о преобладании механизмов нейро-
дегенерации. Кроме того, в последнее время по-
явились данные о роли HSP70 в стабилизации
HIF-1 – белка, который в условиях ишемии отве-
чает за экспрессию генов, продукты которых
участвуют в процессах пролиферации. апоптоза,
стабилизации белковых молекул в условиях окси-
дативного стресса, инициации фолдинг окисли-
тельно модифицированных функционально ак-
тивных макромолекул [5, 7, 32]. Принимая во
внимание данные о способности HSP70 усиливать
жизнеспособность нейронов в условиях гипоксии и
факт однонаправленного изменения содержания в
тканях головного мозга HSP и HIF-белков, можно
предположить, что HSP70 участвует в регуляции
сигнальных путей ответа клетки на гипоксиче-
ский стресс на уровне регуляции стабильности
HIF-белка [7], что подтверждалось проведенны-
ми нами исследованиями [5, 7, 16, 22]. Получен-
ные результаты не противоречат данным других
исследователей, которыми было показано регу-

лирующее влияние HSP70 на процессы митохон-
дриальной дисфункции, оксидативного стресса,
экспрессию HIF-белков в клетках головного моз-
га при ишемии и гипоксии [6, 9, 27].

Пирацетам, который играет особую роль по
влиянию на обменные процессы и кровообраще-
ние мозга плода, что обуславливает возможность
его использования с целью лечения последствий
ПГ в ЦНС. Препарат стимулирует окислительно-
восстановительные реакции, усиливает утилиза-
цию глюкозы, улучшает регионарный кровоток в
ишемизированных участках мозга. Пирацетам
повышает энергетический потенциал организма
за счет ускорения оборота АТФ. Улучшение энер-
гетических процессов под его влиянием повыша-
ет устойчивость к гипоксии [19, 33]. Однако, пи-
рацетам имеет ряд побочных эффектов: у детей до
года на фоне гипоксии в ЦНС он может спрово-
цировать судорожную реакцию и усилить лактат-
ацидоз [2]. Известные механизмы противоише-
мического действия пирацетама не раскрывают в
полной мере его влияние на изучаемые звенья ме-
ханизма эндогенной нейропротекции. L-арги-
нин, являясь прекурсором NO, проявляет эндо-
телиопротективные, вазодилятирующие, антиок-
сидатные свойства, которые обеспечивают ему
некоторую эффективность при угрозе невынаши-
вания, задержке роста плода и фетоплацентарной
недостаточности [2]. Однако, как демонстрируют
наши исследования, восстановление продукции
NO не влияет на экспрессию HSP70, хотя и име-
ются исследования о NO – регуляции HSP70 [7,
34]. Возможно, это связано с быстрым превраще-
нием NO в пероксинитрит при ишемии и потерей
его физиологических функций [35].

Определенный успех в лечении последствий
ПГ внесло применение антиоксидантов нейро-
протекторов – мексидола и тиотриазолина. Мек-
сидол тормозит окислительную модификацию
белков, нуклеиновых кислот и фосфолипидов,
являясь скавенджером кислородных радикалов и
радикалов жирных кислот, сохраняет физико-хи-
мические константы фосфолипидного бислоя
мембраны [18, 36]. Мексидол проявляет церебровас-
кулярное действие за счет снижения окислительно-
го повреждения рецепторов ГАМК-рецепторов со-
судов головного мозга [36]. Мексидол позитивно
влияет на энергетический обмен новорожденных
после ПГ и ускоряет восстановление двигатель-
ных функций [37]. Однако, свойства “прямого”
антиоксиданта не обеспечивают мексидолу полно-
ценного влияния на HSP70- зависимые механизмы
эндогенной нейропротекции. Тиотриазолин умень-
шает образование АФК в митохондриях, сохраняя
окислительную продукцию энергии. Тиотриазо-
лин, снижая гиперпродукцию NO и АФК, преду-
преждает окислительную модификацию белковых
структур рецепторов, ионных каналов, ферментов,



НЕЙРОХИМИЯ  том 39  № 1  2022

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКАЯ МОДУЛЯЦИЯ ЭНДОГЕННОЙ НЕЙРОПРОТЕКЦИИ 77

факторов транскрипции (регулирует SH/SS-ме-
ханизмы экспрессии при ишемии, ядерный тран-
скрипционный фактор-каппа В (NF-kВ)) и вос-
станавливает экспрессию редокс-чувствительных
генов, которые необходимы для защиты клеток от
токсических эффектов оксидативного стресса, в
том числе и HSP70 [7, 11, 38]. Использование тиот-
риазолина у первородящих старше 30 лет с угрозой
прерывания беременности обеспечивает суще-
ственное уменьшение частоты осложнений бере-
менности и родов, улучшает состояние (по шкале
Апгар) и адаптацию новорожденных [2].

Выявленные нами выраженные свойства цере-
брокурина активировать синтез HSP и HIF-бел-
ков, объясняется, по нашему мнению, во-первых,
их способностью модулировать в условиях гипо-
ксии ответ генома, активируя при этом глобаль-
ные факторы транскрипции, запускающие син-
тез HSP [39]. Во-вторых, в ряде работ показана
способность нейропептидов напрямую связы-
ваться с HSP-белками и в таком виде презентиро-
вать их дендритным клеткам [5, 7]. Кроме того,
цереброкурин, как и ряд других нейропептидных
препаратов, обладает выраженной антиоксидант-
ной активностью, что обусловлено способностью
нейропептидов позитивно воздействовать на экс-
прессию генов, кодирующих синтез одних из ос-
новных ферментов антиоксидантной системы – ка-
талазы и супероксиддисмутазы [15]. Данное свой-
ство исследуемых препаратов, позволяет угнетать
окислительную деструкцию самого HSP70-белка в
условиях интенсификации процессов свободно-
радикального окисления, что пролонгирует его
протекторное действие.

Выраженное действие на HSP70-механизмы
эндогенной нейропротекции выявлено в данном
исследовании у ангиолина. Ангиолин проявляет
значительное противоишемическое, нейропро-
тективное, кардиопротективное, эндотелиопро-
тективное действие, которые обеспечивается его
следующими механизмами. Во-первых, за счет
антиоксидатного механизма (скавенджер АФК и
NO) ангиолин оказывает позитивное действие на
экспрессию генов, кодирующих синтез суперок-
сиддисмутазы, глутатионпероксидазы и глутати-
онредуктазы [7, 13], осуществляет регуляцию
АФК/GSH-зависимых механизмов экспрессии
HSP70, способствует повышению биодоступности
NO [7, 40]. Во-вторых, ангиолин в условиях ише-
мии способен активировать компенсаторные ци-
тозольно-митохондриальные щунты энергии. И,
в-третьих, ангиолин, за счет входящего в его состав
остатка L-лизина, повышает аффинитет ГАМК ре-
цепторов и снижает эксайтотоксичность [41].

Нейропротективная активность селективного
модулятора эстрогеновых рецепторов – тамокси-
фена обусловлена, по нашему мнению, его акти-
вацией β-эстрогеновых рецепторов головного

мозга и последующим отсоединением от послед-
них HSP70. Механизм данного взаимодействия
объясняется способностью HSP70 образовывать
комплексы с эстрогеновыми рецепторами, не
связанными с эстрогенами, для поддержания их в
неактивном состоянии [7, 40, 42]. При взаимо-
действии же эстрогенового рецептора со стероид-
ным лигандом, происходят конформационные
изменения белка-рецептора и высвобождение из
комплекса белка HSP, вхождение его внутрь клет-
ки и митохондрии для реализации нейропротек-
тивного действия. Также, некоторыми исследо-
вателями была выдвинута гипотеза о способности
селективных модуляторов эстрогеновых рецепто-
ров (SERM) усиливать экспрессию HSP за счет
стимулирующего влияния на белковый фактор
транскрипции – фактор теплового шока (FHS)
[43, 44]. Кроме того, тамоксифен способен огра-
ничивать развитие оксидативного и нитрозиль-
ного стрессов на фоне повышения глутатиона,
восстанавливая тем самым, тиол-дисульфидное
равновесие в нервных клетках [42].

Нейропротективный эффект применения РАИЛ
обусловлен его способностью прерывать IL-1b-
зависимую экспрессию iNOS и последующее
инициирование NO-обусловленных механизмов
нейродеструкции. РАИЛ оказывает позитивное
действие и на показатели тиол-дисульфидной си-
стемы и HSP70. Возможно, РАИЛ через повышение
уровня HSP70 на фоне активации редокс-чувстви-
тельных факторов транскрипции АР-1, NF-kB,
NF-1, приводит к повышению экспрессии генов
глутатионпероксидазы, глутатионредуктазы и
глутатионтрансферазы, а также генов синтеза
ферментов, которые обеспечивают стабильность
внутриклеточной концентрации глутатиона восста-
новленного (γ-глутамилтрансферазы, γ-глутамил-
цистеинсинтетазы) за счет его синтеза de novo [16].

ВЫВОДЫ

1. Хроническая ПГ приводит к угнетению
транскрипционных процессов в нейронах и по-
давлению синтеза HIF1a, HSP70 и c-fos, что сви-
детельствует о нарушении механизмов эндоген-
ной нейропротекции.

2. Введение лекарственных препаратов (пираце-
там 500 мг/кг, в/б, ангиолин 50 мг/кг, в/б, тиотриа-
золин 50 мг/кг, в/б, мексидол – 100 мг/кг, в/б, L-ар-
гинин 200 мг/кг, в/б, глуторедоксин 200 мкг/кг, в/б,
тамоксифен 0,1 мг/кг, интаназально, АРИЛ 1 мг/кг,
интаназально, цереброкурин – 150 мкл/кг, в/б) с
1 по 30 сут жизни крысам после пренатального
воздействия хронической гипоксии, оказывает в
разной степени выраженности влияние на экс-
прессию мРНК HIF-1α, мРНК HSP70 и мРНК c-
fos, а также на концентрацию HSP70 в головном
мозге экспериментальных животных, что свиде-
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тельствует о способности изучаемых препаратов
модулировать HSP70-опосредованные механизмы
эндогенной нейропротекции.

3. Наиболее активными по способности воз-
действия на HSP70 – зависимые механизмы эндо-
генной нейропротекции среди изучаемых средств
в условиях моделирования хронической ПГ являют-
ся цереброкурин (150 мг/кг) и ангиолин (50 мг/кг),
которые превосходят другие исследуемые препа-
раты по уровню повышения экспрессии мРНК
HSP70, мРНК HIF-1α и концентрации белка
HSP70.

4. Полученные результаты являются экспери-
ментальным обоснованием для дальнейшего изу-
чения исследуемых препаратов, особенно ангио-
лина и цереброкурина, в качестве перспективных
нейропротективных средств в комплексной тера-
пии поражений ЦНС после хронической ПГ у но-
ворожденных.
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Pharmacological Modulation of Endogenous Neuroprotection
after Experimental Prenatal Hypoxia

I. F. Belenicheva, E. G. Aliyevaa, O. M. Kamyshnyb,
N. V. Bukhtiyarovaa, V. P. Ryzhenkoa, and N. O. Gorchakovac

aZaporizhzhia State Medical University, Zaporizhzhia, Ukraine
bTernopil State Medical University, Ternopil, Ukraine

cO.O. Bogomolets National Medical University, Kyiv, Ukraine

Prenatal hypoxia (PH) causes pathological changes in the brain and can lead to irreversible long-term disor-
ders of its development and the emergence of neuropsychiatric pathologies in children. Pharmacological cor-
rection of posthypoxic disorders of the central nervous system is a priority problem in modern medicine. The
aim of this study was to study the neuroprotective effect of Angiolin, Thiotriazoline, Tamoxifen, Glutoredox-
in, Cerebrocurin, an IL-1b antagonist (RAIL), Mexidol, and L-arginine in comparison with the reference
drug Piracetam in terms of their effect on the expression of factors for endogenous neuroprotection for further
substantiation of their use in the treatment of prenatal CNS lesions in the model of chronic hemic PH. The
expression of mRNA of HSP70, HIF-1, c-fos and the content of HSP70 in the cytoplasmic and mitochondrial
fractions of the brain of rat pups on the 60th day of life that underwent PH were studied by real-time PCR
and enzyme-linked immunosorbent assay. It was found that chronic PH leads to inhibition of transcriptional
processes in neurons and inhibition of the synthesis of HIF1a, HSP70 and c-fos. The studied drugs are capa-
ble of modulating the HSP70-mediated mechanisms of endogenous neuroprotection. The most active among
HSP70 modulators under conditions of chronic PG are Cerebrocurin (150 μL/kg) and Angiolin (50 mg/kg),
which surpass other studied drugs in terms of increased expression of HSP70 mRNA, HIF-1α mRNA and
HSP70 protein concentration in the brain of experimental animals and can be considered as promising neu-
roprotective agents in complex therapy after PH.

Keywords: prenatal hypoxia, CNS, endogenous neuroprotection, HSP70, c-fos mRNA, HSP70 mRNA, HIF-1a
mRNA, HSP70 modulators
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