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Дослідження є фрагментом науково-дослідної 
роботи кафедри гістології та ембріології «Органи не
врології, імунології та сечостатевої системи в умо
вах експериментального пошкодження», № держав
ної реєстрації 0112U001413.

Вступ. Сучасні наукові дослідження в галузі не- 
йробіології та молекулярної біології стверджують 
про постійну генерацію вільних радикалів (актив
них форм кисню)в нейронах в процесі нормально
го метаболізму і активності. За умов пошкодження 
(травма, ішемія, інтоксикація) відбувається подаль
ша гіперпродукція цього класу цитотоксичних мета
болітів із одночасним падінням активності клітинних 
систем антиоксидантного захисту. Коли пул вільних 
радикалів та темпи їх утворення перевищують єм
ність внутрішньоклітинних механізмів захисту відбу
ваються необоротні зміни, які морфологічно іденти
фікують як некроз або апоптоз нейронів.

На молекулярному рівні каскад біохімічних ре
акцій по продукції вільних радикалів описують лан
цюгами окислювального стресу. Останній є одним 
із ключових етапів подій, що залучений до розвитку 
ексайтотоксичності у ішемічно уражених нейронах 
[19].

Як відомо, за утилізацію вільних радикалів у клі
тині відповідають ферментативні та нефермента- 
тивні системи. Найбільш частим і показовим є оцін
ка ферментативної системи, яка включає каталазу 
(САТ), супероксиддисмутазу (SOD) та глутатіон-за- 
лежні ферменти, такі як глутатіонпероксидаза (GPx) 
і глутатіонредуктази (GR). В оцінці функціонального 
рівня неферментативної системи досліджують рі
вень глутатіону. Показники активності цих систем 
суттєво залежать і змінюються від ішемії мозку.

З часу відкриття цих систем проведено ряд до
сліджень. Метою більшості досліджень було вплину
ти на рівень продукції вільних радикалів, послабити 
ступінь пошкодження мозку та підвищити рівень 
антиоксидантних систем шляхом введення різних 
фармакологічних засобів. Аналіз літературних даних 
свідчить про активацію ендогенних цитопротектор- 
них механізмів за умов ішемії, проте, дослідження 
ролі антиоксидантних систем в патофізіології іше
мічного ураження мозку суттєво варіюють і навіть 
можуть суперечити. Але беззаперечними є ті дані, 
що збереження функціонування ферментативних 
систем у мозку корелює із виживанням нейронів та 
цитопротекторним впливом лікарських засобів.

В сучасній фармакології запропоновано ши
рокий арсенал лікарських засобів: антиоксиданти

(флавоноїди, вітаміни групи В, алкалоїди), анта
гоністи кальцію (німодипін), модулятори глутама- 
тергічної системи (антагоністи NMDA-рецепторів), 
агоністи ГАМК, агоністи допамінових рецепторів 
(пропоран), похідні піролідолу (пірацетам), стабілі
затори біологічних мембран (лецитин) та інші спо
луки з антиоксидантною дією (токоферол, нікотина- 
мід) [13]. У експериментальних роботах досліджено 
вплив препаратів, їх комбінації та порівнювалися 
ефекти. Так, нейропротекторну дію пірацетаму опи
сано у ряді експериментальних робіт [8,21,22], але 
лише в деяких досліджувався вплив препарату на 
стан антиоксидантної системи. Зокрема, при вве
денні пірацетаму на тлі ішемічного інсульту встанов
лено збільшення активності SOD, САТ і GPx у корі та 
гіпокампі мозку [20]. Нейропротекторна дія фос- 
фотидилхоліну (лецитин) полягає у активації САТ і 
пригніченні утворення малонового діальдегіду, що 
ефективно захищає нейрони від пошкодження на тлі 
ішемії [5]. Кверцетин є поліфенольним флавоноїдом 
і також має антиоксидантну дію, пригнічує патобіохі- 
мічні реакції у ішемічно ушкоджених нейронах [12]. 
Авторами описано корегуючий ефект комбінації цих 
молекул на розвиток ексайтотоксичності при ішемії 
та пояснюється можливість проходження ними ге- 
матоенцефалічного бар’єру [9].

Метою роботи було оцінити вплив пірацетаму, 
ліпіну з кверцетином та їх комбінації на зміни актив
ності ферментів антиоксидантної системи у експе
риментальних тварин з геморагічним інсультом.

Об’єкт і методи дослідження. Експеримен
тальні дослідження проведені на 45 щурах-самцях 
лінії WKY (середня вага 220-250 г). Геморагічний ін
сульт моделювали у правій півкулі головного мозку 
шляхом введення аутокрові у ділянку внутрішньої 
капсули. Премедикацію здійснювали шляхом вве
дення тіопенталу натрію (і.р., 50 мг/кг). Розподіл до
слідних груп наведено у таблиці.

Таблиця.
Дослідні групи тварин

№ Тип групи Кількість
тварин

Група 1 Контроль 7

Група 2 Інсульт 12

Група 3 Інсульт+пірацетам 8

Група 4 Інсульт+ліпін+кверцетин 10

Група 5 Інсульт+комбінація 8
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Лікарські засоби вводили через 2 години після 
моделювання інсульту за такими схемами і дозами:

• Пірацетам -  100 мг/кг, i.p. -  через 2 години 
після операції і щоденно у наступні 10 діб.

• Кверцетина -  7,2 мг/кг, i.p. -  через 2 години 
після операції і щоденно у наступні 5 діб.

• Ліпін -  10 мг/кг, і.р. -  через 2 години після 
операції і щоденно у наступні 5 діб.

Тваринам групи 2 вводили фізіологічний розчин 
(0,02 мл/добу, і.р., термін введення 10 діб).

Виведення дослідних тварин із експерименту 
здійснювали на 10 добу експерименту.

Для біохімічного дослідження виділяли фраг
менти кори головного мозку. Наважку кори велико
го мозку (100 мг) (попередньо висушеної на філь
трувальної папері), гомогенізували за допомогою 
електричного гомогенізатора Glas-Col (США) в 1 
мл охолодженого 0,05 М фосфатного буфера з 0,1 
мМ ЕДТА (рН 7,6). Активність ферментів визначали 
в супернатантах, отриманих центрифугуванням го
могенатів при 10000 g протягом 20 хв, за допомогою 
відомих спектрофотометричних методів з викорис
танням спектрофотометра pQuant, Bio-Tek, (США).

Концентрацію білка у пробі визначали за мето
дом Lowry O.H. Метод базується на реакції білку з 
лужним розчином міді. Отримана субстанція віднов
люється реагентом Folin, що супроводжується змі
ною забарвлення у блакитний [15].

Каталазну (CAT) активність визначали за мето
дом Aebi H. [6]. Метод вимірювання активності ка- 
талази базується на здібності каталази утилізувати 
пероксид водню, концентрацію якого вимірюють на 
спектрофотометрі. Активність ферменту виражали 
в мікромолях утилізованої Н2О2 на 1 мг білка за 1 хв
(МКМ0ЛЬ-ХВ'1-МГ‘1).

Активність супероксиддисмутази (SOD) визна
чали за методом Mirsa H.P [16]. Про активність SOD 
судили за ступенем інгібування окислення адреналі
ну. Активність СОД виражали в умовних одиницях із 
розрахунку на 1 мг білка і 1 хв (од-хв^-мг1). За оди
ницю активності SOD брали 50% інгібування окис
лення адреналіну.

Активність глутатіонпероксидази (GPx) і глута- 
тіонредуктази (GR) вимірювали за зменшенням 
NADPH (“Sigma”, США) у сполученій глутатіонредук- 
тазній реакції з додаванням у реактивну суміш відпо
відних реагентів і виражали в наномолях окисненого 
NADPH на 1 мг білка за 1 хв (нмоль хв'1мг'1) [18].

Принцип методу:
GPx

1 .2GSH + Н2О2 ̂  GSSG + 2H2O 
GP

2. GSSG + NADPH + H+̂  2GSH + NADP+
GR -  глутатіон редуктаза
GSSG -  окиснений глутатіон
GSH -  відновлений глутатіон
NADP+ -  оксилений NAD
NADPH -  відновлений NAD
А = 10004k /  (6,224m)
де: k -  коефіцієнт регресії; 6,22 -  коефіцієнт мілі- 

молярної екстинкції НАДФН; m -  концентрація білка 
в пробі в мг/мл.

Активність ферменту обчислювали за формулою 
і виражали в нмоль окисленого NADPH на 1 мг білка і
1 ХВ (НМ0ЛЬ-ХВ'1-МГ'1}.

Для підтвердження локалізації ділянки кровови
ливу проводили гістологічне дослідження фронталь
них зрізів мозку. Для цього головний мозок щурів 
(зразки із яких попередньо виділялися для біохіміч
ного дослідження} фіксували в 10% нейтральному 
формаліні. Фіксовані зрізи зневоднювали і заклю
чали у парапласт (Leica Surgipath Paraplast Regular}. 
Протокол дегідратації: етанол (з 70% до 100%-роз- 
чину етанолу}, діоксан, ксилол, ксилол/парапласт 
(1:1; 37°С), парапласт (56°С). Парафінові зрізи ор
ганів товщиною 6-8 мкм виготовляли на мікротомі 
Thermo Microm HM 360. Зрізи депарафінували, регі- 
дратували і забарвлювали гематоксиліном та еози
ном за стандартною методикою.

Морфометричне дослідження та фотографуван
ня гематоми проводили на мікроскопі OlympusBX 51 
(Японія). Кількісний аналіз проводили за допомо
гою програмного забезпечення Carl Zeiss software 
(AxioVision SE64 Rel.4.9.1). Статистичну обробку 
отриманих вибірок даних проводили із застосуван
ням програми Statistica 6.0.

Усі експериментальні маніпуляції проводили від
повідно до правил “Regulations on the animal use of in 
research biomedical research” , “European Convention 
for the protection of vertebrate animals used for 
experimental and other scientific purposes” і “Guide for 
the Care and Use of Laboratory Animals” .

Результати дослідження. За результати гісто
логічного дослідження наявність гематоми у правій 
внутрішній капсулі головного мозку встановлено у 
100% оперованих щурів. Розмір гематоми на фрон
тальному розрізі був у межах 6,1±0,4 мм2. Локаліза
цію досліджуваної ділянки наведено на рисунку 1, а 
гістологічну картину крововиливу на рисунку 2.

Рис. 1. Фронтальний розріз головного мозку щура 
з крововиливом у внутрішній капсулі. Порівняльна 

ілюстрація стереотаксичного атласу щура 
та непрофарбованого зразка 

експериментального матеріалу.

Результати біохімічних досліджень показали 
зміни активності ферментів антиоксидантної сис
теми на тлі інсульту (група 2). Так, активність CAT 
збільшувалась від контрольних значень (група 1) в 
середньому на 13,5% (p<0,05), при цьому значення 
GPx і GR були менше 32,2% (p=0,05) і 40,3% (p<0,05) 
(рис. 2-6). При цьому показник активності SOD не 
мав статистично значущої відміни від контрольної 
групи. Ці дані вказують на компенсаторну активацію 
ферментативних систем утилізації вільних радика
лів (активних форм кисню) і одночасне порушення
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Рис. 2. Ділянка крововиливу у правій півкулі головного 
мозку щура. Гематоксилін-еозин. Об. 20, ок. 10.

системи метаболізму глутатіону -  основного низь
комолекулярного захоплювача цих цитотоксичних 
сполук.

У групі 3 відмічено нормалізацію активності CAT 
і GR. Показник SOD і GPx наблизився до контроль
них значень (р=0,05). Встановлено збільшення ак
тивності GR щодо групи 2 (в середньому на 60,7%,
р<0,01).

У групі 4 рівень SOD залишався зниженим від 
контрольних значень на 14,9% (p<0,05). Рівень CAT 
не відрізнявся від контрольних значень. Одночасно з 
цим встановлено виражену активація GPx у 3,2 рази, 
а GR у 3,1 рази (p<0,01).

У групі 5 відмічено тенденцію до знищення актив
ності GPx (p=0,05). Активність інших ферментів не 
відрізнялись від контролю.

Таким чином, результати біохімічного дослі
дження свідчать про зміни у активності ферментів 
антиоксидантного захисту головного мозку при ін
сульті. Збільшення активності CAT і зменшення GR 
є проявом розбалансування цитопротекторних ме
ханізмів, оскільки обидва цих ензими спрямовані 
на нейтралізацію вільних радикалів, перший через 
утилізацію перекисну водню, а інший у відновлення 
пулу глутатіону. В той же час під впливом препаратів 
спостерігається часткове відновлення або навіть по
силення активності антиоксидантних ферментів при 
введенні ліпіну з кверцетином.

Рис. 3. Активність супероксиддисмутази у корі 
іпсілатеральної півкулі головного мозку щурів на 10 
добу досліду. Дані представлені у вигляді М ± т ;*  -  
достовірно до контрольної' групи (група 1) р<0,05;

#  -  достовірно до групи з інсультом (група 2) р<0,05.

Рис. 4. Активність каталази у корі іпсілатеральної 
півкулі головного мозку щурів на 10 добу досліду. Дані 

представлені у вигляді М ± т ;
* -  достовірно до контрольної групи (група 1) р<0,05;
#  -  достовірно до групи з інсультом (група 2) р<0,05.

Рис. 5. Активність глутатіонпероксидази у корі 
іпсілатеральної півкулі головного мозку щурів на 10 
добу досліду. Дані представлені у вигляді М ± т ; л -  

р=0,05 щодо контрольної групи (група 1);
#  -  достовірно до групи з інсультом (група 2) р<0,05.

Рис. 6. Активність глутатіонредуктази у корі 
іпсілатеральної півкулі головного мозку щурів на 10 

добу досліду. Дані представлені у вигляді М ± т ;
* -  достовірно до контрольної групи (група 1) р<0,05;
#  -  достовірно до групи з інсультом (група 2) р<0,05.

Обговорення результатів дослідження. У
проведеному експериментальному дослідженні 
було оцінено зміни активності ферментів анти
оксидантної системи за умов моделювання ге
морагічного інсульту та застосування лікарських 
засобів. На сьогодні в нейрофізіології використо
вують різні моделі ішемії, ішемії-реперфузії мозку 
[10,11,14], але використана була модель локаль
ного крововиливу, оскільки така модель характе
ризується високою стандартизацією пошкодження 
мозку, чіткою локалізацією внутрішньомозкового 
крововиливу і легкістю відтворення у лаборатор-
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них тварин. Оцінку біохімічних параметрів прово
дили із зразків кори іпсілатеральної півкулі, тобто 
над ділянкою крововиливу. Літературні дані свід
чать, що у ділянці ішемії та перифокальній зоні 
розвивається оксидативний стрес, гіперпродукція 
активних форм кисню, а вільні радикали сприяють 
пошкодженню мозку, тобто є чинником прогре
сування вторинного ураження мозку при гіпоксії і 
травмі. До числа таких радикалів відноситься пе
рекис водню (H2O2), пероксинітрит (ONOO-) та інші 
цитотоксичні молекули. За даними експеримен
тальних робіт на тлі ішемії відбувається зменшення 
активності SOD і GPx, а після реперфузії активність 
продовжує знижуватись [7]. На противагу цьому 
можлива активація CAT. У проведених нами дослі
дах на моделі внутрішньомозкового крововиливу 
отримано подібні результати, а саме падіння ак
тивності ферментів, які відновлюють глутатіоновий 
пул (GR і GPx) і збільшення рівня активності CAT. Ці 
дані підтверджують загальні уявлення про розви
ток пошкоджуючого впливу порушеного мозкового 
кровообігу на клітини мозку, незалежно від етіоло
гічного чинника, тобто ішемії або геморагії.

Додатково проаналізовано зміни активності до
сліджуваних ферментів на тлі введення лікарських 
засобів. На відміну від попередніх дослідження 
[3], застосовано комбінацію кверцетину з фосфо- 
тидилхоліном (ліпіном) і як препарат порівняння 
пірацетам. Додатково оцінювали вплив комбінації 
цих лікарських засобів. За результатами біохіміч
ного дослідження встановлено нормалізацію щодо 
контрольних показників активності CAT і GR у групі 
з пірацетамом і виражену активація GR і GPx у групі 
тварин, яким вводили кверцетин з фосфотидилхо- 
ліном. З літературних даних відомо, що кверцетин 
активує ці ферменти, але такий виражені зміни 
ймовірно пов’язані з тим, що фосфотидилхолін 
безпосередньо нейтралізує вільні радикали, що

також зменшує пошкодження мозку від ішемії. В 
поодиноких клінічних та експериментальних ро
ботах також зазначено зміни деяких показників 
антиоксидантного захисту на тлі застосування 
пірацетаму [1,2,4]. При цьому комбінована фар- 
макокорекція не мала такого впливу на систему 
ферментів метаболізму глутатіону, що свідчить про 
нормалізацію окисно-відновної рівноваги.

Наші дані свідчать про нові патогенетичні стра
тегії у боротьбі з нейродегенеративними змінами 
кори мозку на тлі ішемії та набряку мозку у перифо
кальній ділянці геморагічного інсульту.

Висновки
1. У щурів з локальним одностороннім гемора

гічним інсультом на 10-ту добу експерименту вста
новлено збільшення активності каталази і падіння 
активності глутатіонпероксидази та глутатіонре- 
дуктази.

2. У щурів з інсультом, яким вводили пірацетам 
виявлено нормалізацію активності ферментів, а у 
щурів з введенням ліпіну та кверцетину додаткову 
активацію глутатіонпероксидази та глутатіонре- 
дуктази.

3. При комбінованому введенні пірацетаму, лі
піну і кверцетину показник активності ферментів 
антиоксидантної системи не відрізнялися від зна
чень у контрольній групі.

Перспективи подальших досліджень. Ре
зультати досліджень по вивченню патобіохімічних 
змін при гострому порушенні мозкового кровообі
гу можуть бути використані для наукового обґрун
тування розробки комплексної фармакокорекції 
окиснювального стресу при гіпоксії.
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УДК 616.831:577.112
ДОСЛІДЖЕННЯ АКТИВНОСТІ ФЕРМЕНТІВ АНТИОКСИДАНТНОЇ СИСТЕМИ У КОРІ ВЕЛИ

КИХ ПІВКУЛЬ ГОЛОВНОГО МОЗКУ ЗА МОДЕЛЮВАННЯ ГЕМОРАГІЧНОГО ІНСУЛЬТУ
Довгань І. М., Мельник Н. О., Лабунець І. Ф., Утко Н. А., Савосько С. І.
Резюме. У статті наведено результати експериментального дослідження по оцінці 

метаболічних змін у корі мозку при інсульті. Щурам моделювали локальний геморагічний інсульт 
та вводили лікарські засоби (пірацетам, ліпін з кверцетином та їх комбінація). Біохімічними 
методами оцінювали активність супероксиддисмутази, каталази, глутатіонпероксидази і 
глутатіонредуктази. Результати досліджень показали збільшення активності каталази і зменшення 
активності глутатіонпероксидази і глутатіонредуктази на тлі інсульту. Введення ліпіну з кверцети
ном позначилося вираженим збільшенням активності глутатіонпероксидази і глутатіонредуктази.

Ключові слова: геморагічний інсульт, кора мозку, супероксиддисмутаза, каталаза,
глутатіонпероксидаза, глутатіонредуктаза.
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ИССЛЕДОВАНИЕ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ АНТИОКСИДАНТНОЙ СИСТЕМЫ В КОРЕ 

БОЛЬШИХ ПОЛУШАРИЙ ГОЛОВНОГО МОЗГА ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ ГЕМОРРАГИЧЕСКО
ГО ИНСУЛЬТА

Довгань И. М., Мельник Н. А., Лабунець И. Ф., Утко Н. А., Савосько С. И.
Резюме. В статье приведены результаты экспериментального исследования по оценке мета

болических изменений в коре головного мозга при инсульте. Крысам моделировали локальный 
геморрагический инсульт и вводили лекарственные средства (пирацетам, липин с кверцетином 
и их комбинация). Биохимическими методами оценивали активность супероксиддисмутазы, ка
талазы, глутатионпероксидазы и глутатионредуктазы. Результаты исследований показали уве
личение активности каталазы и уменьшение активности глутатионпероксидазы и глутатионре
дуктазы на фоне инсульта. Введение липина с кверцетином сказало существенную активацию 
глутатионпероксидазы и глутатионредуктазы.

Ключевые слова: геморрагический инсульт, кора мозга, супероксиддисмутаза, каталаза, 
глутатионпероксидаза, глутатионредуктаза.
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UDC 616.831:577.112
THE ACTIVITY OF ANTIOXIDANT SYSTEM ENZYMES IN THE CEREBRAL CORTEX OF THE 

BRAIN WITH HEMORRHAGIC STROKE
Dovgan I. M., Melnyk N. O., Labunets I. F., Utko N. A., Savosko S. I.
Abstract. In the experimental study we have used 45 male rats WKY line (average weight 220-250 g). 

Animals were divided into 5 groups: group 1 -  intact rats (n=7); group 2 -  rats with hemorrhagic stroke 
(n=12); group 3 -  rats with hemorrhagic stroke which were injected with piracetam (n=8); group 4 -  rats 
with hemorrhagic stroke which were injected with lecithin (Lipin) and quercetin (n=10); group 4 -  rats 
with hemorrhagic stroke which were injected with combination of drugs (n=8). Hemorrhagic stroke was 
simulated in the right hemisphere of rat’s brain by injection of autoblood in the internal capsule. The 
drugs were injected intraperitoneally 2 hours later after making stroke at the following schemes and 
doses: piracetam (100 mg/kg, during 10 days), quercetin (7,2 mg/kg, during 5 days), lecithin (Lipin) 
(10 mg/kg, during 5 days), saline (0,02 ml/day, during 10 days). The activity of superoxide dismutase 
(SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) in the cerebral 
cortex were studied. Localization of intracerebral hematoma was examined by histological method.

According to the results of histological study the hematomas in the right internal capsule of the brain 
were found in 100% of operated rats. The hematoma’s size on the front slices was 6,1±0,4 mm2.

The biochemical study results in the group of animals with stroke (group 2) identified the enzymes 
of antioxidant system activity changes. The CAT activity increased comparing with the control (group 
1) average by 13,5% (p<0,05), while GPx and GR values were less than 32,2% (p=0,05) and 40,3% 
(p<0,05). After the SOD activity analysis the statistically significant difference with the control group was 
not found. In this way we could speak about compensatory activation of free radicals (reactive oxygen 
species) enzymatic utilization and the violation of glutathione metabolism at the same time, whereas the 
glutathione is main acceptor of low-cytotoxic molecules.

In the group 3 we marked the normalization of CAT and GR activity. The values of SOD and GPx 
approached the control (p=0,05). The increased level of GR activity comparing with the group 2 was 
detected (average 60,7%, p<0,01).

In the group 4 the level of SOD decreased by 14,9% (p<0,05) while the CAT level did not differ from 
the control. At the same time we found a strong activation of GPx in 3,2 times and GR in 3,1 times
(p<0,01).

In the group 5 the tendency to reduction of GPx activity was marked (p=0,05). The activity of other 
enzymes did not differ from the control group.

Thus, the results of biochemical studies indicate the activity of antioxidant enzymes changes in 
the brain after stroke. The increased levels of CAT and decreased levels of GR are manifestations of 
cytoprotective mechanisms imbalance because both of these enzymes are taken part at neutralizing of 
free radicals through the hydrogen peroxide utilization and restoring the glutathione pool. At the same 
time using drugs supports the partial recovery while lecithin (Lipin) and quercetin even increase the 
activity of antioxidant enzymes.

Keywords: hemorrhagic stroke, cerebral cortex, superoxide dismutase, catalase, glutathione 
peroxidase, glutathione reductase.
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