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ВСТУП

Актуальність теми. Метаболічний синдром (МС) – це комплекс гормональних та метаболічних порушень, які збільшують ризик виникнення цукрового діабету (ЦД) 2 типу та серцево-судинних захворювань (ССЗ). Встановлення певного патогенетичного зв’язку між артеріальною гіпертензією, інсулінорезистентністю (ІР), ожирінням, дисліпідемією та хронічним субклінічним запаленням стало основою для виділення метаболічного синдрому як окремої патології [8,10,43,139,238,256]. В останні роки як додаткові компоненти МС нерідко називають розвиток окиснювального стресу та порушення системи гемостазу [7,36,39,77].  

За даними Kuopio Ischaemic Heart Disease Risk Factors Study, серед хворих на МС ризик розвитку ішемічної хвороби серця (ІХС) виявився вищим у 2,9 - 4,2 рази, смертність від ІХС – в 2,6 - 3,0 рази та смертність від усіх причин – в 1,9 - 2,1 рази порівняно з пацієнтами без метаболічних порушень. У іншому проспективному дослідженні (ARIC study) було показано, що в осіб з МС (23% популяції) випадки розвитку ішемічного інсульту спостерігалися в 2 рази частіше (у чоловіків ризик становив 1,9; у жінок – 1,52) у порівнянні з контрольною групою.

Однак у останні роки все більше підіймається питання, чи є МС простим «кластером» факторів ризику розвитку ЦД 2 типу та ССЗ, як це постулюється в останніх міжнародних рекомендаціях, чи в основі його патогенезу дійсно існує спільний компонент? Очевидно, розв’язання цього питання полягає у з’ясуванні молекулярних механізмів, які лежать в основі цих явищ. Як «втрачена ланка», що єднає класичні фактори ризику ССЗ, розглядається ІР і ліпотоксичність [139]. Припускається наявність спільних ланок патогенезу МС та неалкогольного стеатогепатиту [78], хронічного генералізованого пародонтиту [88,169], хронічного сіаладенозу [3,4].

В останні роки висунуто припущення, що загальною ланкою, яка об’єднує всі компоненти МС та призводить до ІР, ліпотоксичності, системної гіперцитокінемії та артеріальної гіпертензії є порушення NF-κB сигналізації [40,45]. NF-κB є потужним транскрипційним фактором, який активує більшість прозапальних, проліферативних механізмів у патогенезі атеросклерозу. Наведений ядерний фактор збільшує витрачання енергії за допомогою підвищення рівня прозапальних цитокінів [189,263], викликає продукцію ангіотензиногенів та здатний інгібувати передачу інсулінового сигналу опосередковано, через фосфорилювання IRS-1 по залишкам серину.

Повідомляється про можливість взаємодії між NF-κB та системою оксиду азоту (NO) [62,217,229,230]. Проте дані літератури про взаємостосунки між NF-κB та NO-синтазами (NOS) досить суперечливі. Індукція iNOS в клітинах in vivo та in vitro залежить від активності фактора NF-κB. Останній опосередковує вивільнення фактора некрозу пухлин-α та інтерлейкіну-1β, які, в свою чергу, є індукторами іNOS. Встановлено, що NO перешкоджає експресії власного гена шляхом зниження експресії NF-κB [255]. 

Якщо роль ізоформ NO-синтаз у атерогенезі є достатньо з’ясованою [200,201,218], то їхня участь у патогенезі МС (особливо вплив на NF-κB-залежні процеси) залишається не розкритою. З’ясування цього питання дозволить розширити існуючі засоби попередження, лікування МС та профілактики його патологічних наслідків.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація виконана як самостійний фрагмент планових наукових робіт Вищого державного навчального закладу України «Українська медична стоматологічна академія» МОЗ України «Кисень- та NO-залежні механізми ушкодження внутрішніх органів та їх корекція фізіологічно активними речовинами» (№ держреєстрації №0108U010079) та «Роль активних форм кисню, системи оксиду азоту та транскрипційних факторів у механізмах патологічного системогенезу» (№ держреєстрації №0114U004941). Здобувачка є співвиконавцем тем. Тема дисертації затверджена на засіданні Проблемної комісії МОЗ і НАМН України «Нормальна та патологічна фізіологія» (протокол № 2 від 31.05.2012) та на засіданні Вченої ради стоматологічного факультету (протокол № 2 від 26.09.2012).

Мета дослідження. Метою роботи є з’ясування ролі компонентів системи оксиду азоту (різних ізоформ NO-синтази, її субстрату, пероксинітриту) та транскрипційного ядерного фактора κB у механізмах порушення окиснювальних процесів, вуглеводного, ліпідного обмінів і гемокоагуляції в організмі лабораторних тварин за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому.

Завдання дослідження:

1. Дослідити стан пероксидного окиснення ліпідів, антиоксидантної системи, вуглеводного, ліпідного обмінів, показники коагуляційного гемостазу в плазмі крові, а також продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах аорти за умов 2-місячного утримання білих щурів на вуглеводно-ліпідній дієті. 
2. Вивчити вплив селективних інгібіторів нейрональної та індуцибельної NO-синтаз на стан пероксидного окиснення ліпідів, антиоксидантної системи, вуглеводного, ліпідного обмінів, показники коагуляційного гемостазу в плазмі крові, а також продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах аорти щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому.

3. Дослідити вплив екзогенного L-аргініну на стан пероксидного окиснення ліпідів, антиоксидантної системи, вуглеводного, ліпідного обмінів, показники коагуляційного гемостазу в плазмі крові, а також продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах аорти щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому.

4. З’ясувати вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на стан пероксидного окиснення ліпідів, антиоксидантної системи, вуглеводного, ліпідного обмінів, показники коагуляційного гемостазу в плазмі крові, а також продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах аорти щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому.

5. Вивчити вплив інгібіторів активації NF-κB (JSH-23 та метформіну гідрохлориду) на стан пероксидного окиснення ліпідів, антиоксидантної системи, вуглеводного, ліпідного обмінів, показники коагуляційного гемостазу в плазмі крові, а також продукцію супероксидного аніон-радикала у тканинах аорти щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому.

Об’єкт дослідження: патогенез метаболічного синдрому.

Предмет дослідження: роль NO-синтазних систем і NF-κB-сигналізації у патогенезі метаболічних і гемокоагулологічних порушень за умов експериментального метаболічного синдрому.

Методи дослідження: поставлена мета досягнута шляхом використання експериментальних, біохімічних і коагулологічних методів дослідження. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше виявлено відмінності у впливі нейрональної та індуцибельної ізоформ NO-синтази на вуглеводний, ліпідний метаболізм та систему гемостазу в організмі щурів за умов експериментального метаболічного синдрому. Показано, що функціональна активність нейрональної NO-синтази за умов експерименту обмежує в організмі тварин прояви інсулінорезистентності, активацію пероксидного окиснення ліпідів, різноспрямовано впливає на показники антиоксидантної системи крові та зменшує ступінь гіперкоагуляційних зрушень за зовнішнім шляхом. Функціональна активність індуцибельної NO-синтази за умов моделювання метаболічного синдрому посилює інсулінорезистентність, збільшує прояви дисліпопротеїнемії і гіпертриацилгліцеролемії, призводить до активації у крові білих щурів декомпенсованого пероксидного окиснення ліпідів, сприяє розвитку гіперкоагуляційних зрушень, що супроводжуються посиленням зовнішнього шляху згортання крові, його кінцевого етапу – утворення фібрину із фібриногену та порушенням фібринолітичної активності плазми крові.

Дістало подальший розвиток уявлення про метаболічну дію L-аргініну під час відтворення метаболічного синдрому, його здатність коригувати дисліпопротеїнемію та пероксидне окиснення ліпідів. Показано, що введення L-аргініну за умов експерименту обмежує ступінь гіперкоагуляційних зрушень за зовнішнім шляхом та подовжує кінцевий етап гемокоагуляції – утворення фібрину із фібриногену.

Вперше виявлено, що застосування скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов відтворення МС позитивно впливає на ліпідний метаболізм, обмежує в організмі щурів ступінь гіперкоагуляційних зрушень (за зовнішнім та внутрішнім шляхами гемокоагуляції), подовжує кінцевий етап гемокоагуляції – утворення фібрину із фібриногену та покращує фібринолітичну активність плазми крові.

Дістало подальший розвиток уявлення про ефективність застосування інгібіторів активації NF-κB з різним механізмом дії для корекції порушень окиснювальних процесів, вуглеводного та ліпідного метаболізму за умов відтворення метаболічного синдрому. Показано, що JSH-23 і метформіну гідрохлорид за умов експерименту виявляють ангіопротекторну дію, зменшують у клітинах аорти щурів загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала та його генерацію НАДФН-залежними (мікросомальним та NOS) і НАДН-залежним (мітохондріальним) електронно-транспортними ланцюгами. Вперше з’ясовані механізми обмеження процесу гіперкоагуляції при введенні щурам JSH-23 (вплив на зовнішній і внутрішній шляхи згортання крові, механізм утворення фібрину, збільшення фібринолітичної активності плазми) та метформіну гідрохлориду (дія на на зовнішній і внутрішній шляхи коагуляційного гемостазу).
Практичне значення одержаних результатів. Одержані результати можуть використовуватися як експериментальна база для розробки патогенетично обґрунтованих методів попередження та корекції метаболічних і гемокоагуляційних розладів за умов МС із застосуванням інгібіторів індуцибельної NO-синтази, скевенджерів пероксинітриту (L-селенометіонін) та інгібіторів активації NF-κB. Вони можуть бути використані для експериментального обґрунтування призначення інгібіторів активації NF-κB як ангіопротекторних засобів, здатних попереджувати вільнорадикальні ушкодження артерій за умов метаболічного синдрому. Розроблений спосіб моделювання метаболічного синдрому (патент України на корисну модель №93517).

Результати роботи впроваджено в навчальний процес на кафедрах патофізіології Вищого державного навчального закладу України «Українська медична стоматологічна академія», Державного вищого навчального закладу України «Тернопільський державний медичний університет ім. І.Я. Горбачевського», Запорізького державного медичного університету, Національного фармацевтичного університету, Харківського національного медичного університету, в науково-дослідницьку роботу Науково-дослідного інституту генетичних та імунологічних основ розвитку патології та фармакогенетики Вищого державного навчального закладу України «Українська медична стоматологічна академія».

Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійною завершеною науковою працею. Здобувачем особисто здійснено патентно-інформаційний пошук, експериментальні дослідження, проведено статистичну обробку та аналіз отриманих результатів, сформульовано висновки дисертації. Разом із науковим керівником розроблена програма, визначені мета і завдання дослідження, методичні підходи до проведення експерименту на тваринах. У працях, опублікованих у співавторстві, дисертанту належить фактичний матеріал і основний творчий доробок: результати власних експериментальних досліджень, участь в аналізі та узагальненні отриманих даних, підготовлено статті до друку.  

Апробація результатів дослідження. Основні наукові положення і результати дисертації доповідалися та обговорювалися на XVIII міжміській конференції молодих учених «Актуальные проблемы патофизиологии» (Санкт-Петербург, 2012), VI конгресі патофізіологів України «Від експериментальних досліджень до клінічної патофізіології» (Місхор, 2012), Всеукраїнській науково-практичній конференції «Медична наука в практику охорони здоров’я» (Полтава, 2012), ІХ міжнародній науковій конференції «Актуальні питання теоретичної і прикладної біофізики, фізики та хімії. БФФХ-2013» (Севастополь, 2013), XVII Всеросійській медико-біологічній конференції молодих дослідників (з міжнародною участю) «Фундаментальная наука и клиническая медицина – Человек и его здоровье» (Санкт-Петербург, 2014), науково-практичній конференції «Актуальні питання експериментальної та клінічної патофізіології» (Вінниця, 2014), Всеукраїнській науково-практичній конференції «Медична наука в практику охорони здоров’я» (Полтава, 2014), XIV читаннях ім. В.В. Підвисоцького (Одеса, 2015), Всеукраїнській науково-практичній конференції «Актуальні проблеми сучасної патоморфології та патофізіології» (Запоріжжя, 2015). 

Публікації. Результати дослідження опубліковані в 5 статтях у фахових журналах України (згідно із переліком МОН України), що реферуються міжнародними наукометричними базами даних РІНЦ, Index Copernicus International, Google Scholar, 1 статті у фаховому журналі за кордоном (Республіка Білорусь), 10 робіт опубліковано у матеріалах конгресів і конференцій, одержано 1 патент України на корисну модель.

Обсяг і структура дисертації. Дисертація викладена на 156 сторінках комп’ютерного набору, містить 34 таблиці та 2 рисунки. Складається зі вступу, огляду літератури, характеристики об’єктів і методів дослідження, 5-ти розділів результатів власних досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел, який містить 289 джерел – 108 кирилицею та 181 латиницею (обсягом 32 сторінки).

РОЗДІЛ 1

NO ТА NF-κB-ЗАЛЕЖНІ МЕХАНІЗМИ РОЗВИТКУ МЕТАБОЛІЧНОГО СИНДРОМУ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)
1.1. Сучасні уявлення про метаболічний синдром та механізми його розвитку

Згідно із сучасними уявленнями, МС – це комплекс метаболічних, гормональних і клінічних порушень, які є факторами високого ризику розвитку CCЗ та ЦД 2-го типу, в основі яких знаходиться первинна ІР і компенсаторна системна гіперінсулінемія [8,10,43,139,256]. Примітно, що у міжнародній класифікації хвороб (МКХ) 10-го перегляду МС як нозологічна одиниця  відсутня. У той же час у США він вже визнаний як окреме захворювання з ідентифікаційним номером та кодом – ICD-9-CM, 277.7 [179].

Хоча роль МС у патогенезі атеросклерозу, ІХС та ЦД 2-го типу є в наш час загальновизнаною, проте у визначенні тактики лікування вона практично не враховується. Певною мірою це пов'язано з різною динамікою розвитку окремих компонентів МС: вони досягають клінічної виразності в різний час, а «повний» МС, при якому поєднуються всі його складові, спостерігається відносно рідко. Так, зниження чутливості до інсуліну та порушення толерантності до глюкози виникають задовго до інших проявів МС [8]. Не всі ознаки МС рівнозначні і за проатерогенним потенціалом, а патогенетична роль МС значно зростає при поєднанні всіх або хоча б декількох його компонентів.

У літературі широко дискутується питання щодо підходів до діагностики МС. Європейські рекомендації з профілактики ССЗ 2003 р. пропонують використовувати для діагностики МС критерії, запропоновані Національною освітньою програмою з холестеролу США у 2001 р. (АТР ІІІ, National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III) [151]. Згідно з ними, діагноз МС повинен бути встановленим за наявності 3-х і більше з 5-ти ознак [19,43,110,111,166]: 

- збільшення обхвату талії (>102 см у чоловіків та >88 см у жінок);

- підвищення рівня ТАГ (>1,7 ммоль/л);

- зниження рівня ХС ЛПВЩ (<1 ммоль/л у чоловіків та <1,3 ммоль/л у жінок);

- підвищення рівня артеріального тиску (>130/85 мм рт.ст.);

- підвищення рівня глікемії (>6,1 ммоль/л).

Нова редакція критеріїв визначення МС була представлена у 2005 р. Всесвітньою федерацією цукрового діабету (IDF) та Американською серцевою асоціацією спільно з Національним інститутом серця, легень і крові (АНА/NHLBI) [111,267]. Ці інституції включили до компонентів МС окрім абдомінального ожиріння, ІР, гіперглікемії, дисліпідемії і АГ також порушення системи гемостазу та наявність маркерів хронічного субклінічного запалення. 

Принципово новою позицією у визначенні критеріїв МС було затвердження абдомінального ожиріння (обхват талії >94 см для чоловіків і >80 см для жінок) як основної ознаки при діагностиці МС. Окрім того, постановка діагнозу МС, згідно з рекомендаціями IDF, вимагає наявності 2-х або більше критеріїв з інших 4-х:

- ТАГ >1,7 ммоль/л; 
- ХС ЛПВЩ <1,0 для чоловіків та <1,3 ммоль/л для жінок або гіполіпідемічна терапія;

- АГ >130/85 мм рт.ст. (або антигіпертензивна терапія);

- гіперглікемія натще >5,6 ммоль/л (або порушення толерантності до глюкози, чи ЦД 2-го типу).

Використання критеріїв IDF призводить до збільшення поширеності МС порівняно з критеріями АТР ІІІ, а встановлення діагнозу МС за критеріями АТР ІІІ дозволяє виявити пацієнтів більш високого ризику, ніж за критеріями IDF [19,244]. 

Так, у дослідженнях, проведених у Австрії, Греції та США, реєстрація протягом 4-х років усіх випадків ССЗ показала позитивну кореляцію частоти розвитку гострого інфаркту міокарда, раптової серцевої смерті, смерті від хронічної серцевої недостатності на тлі ІХС, ішемічного інсульту, випадків коронарної реваскуляризації з наявністю МС за критеріями АТР ІІІ. Серед хворих діагноз МС, за критеріями АТР ІІІ, було встановлено у 37,3% обстежених. Найбільш поширеним компонентом МС була АГ – 85,4% випадків, далі - гіпертриацилгліцеролемія – 75,0%, гіперглікемія натще – 70,4%, зниження рівня ХС ЛПВЩ – 68,9%, збільшення обхвату талії – 59,3%. У той же час, діагноз МС, за критеріями IDF, було встановлено у 45,5% випадках. За частотою виявлення ознак було отримано такі дані: абдомінальне ожиріння – 100% (обов’язковий критерій), АГ – 89,4%, гіперглікемія – 83,9%, гіпертриацилгліцеролемія – 59,2 %, зниження рівня ХС ЛПВЩ – 52,2 % [244].

Згідно з результатами дослідження EUROASPIRE поширеність МС, за критеріями АТР ІІІ та IDF, становить відповідно 56,0% та 72,0% у жінок і 40,0% та 59,0% у чоловіків [134]. 

Такі відмінності у прогностичній цінності визначення МС пояснюють різним підходом до встановлення критеріїв діагнозу. Так, розгляд обхвату талії, як обов’язкового критерію МС за IDF, призводить до втрати частини хворих із істотними змінами інших, не менш важливих показників, зокрема - з дисліпідемією [19,244]. За даними авторів, провідними маркерами високого ризику виникнення ССЗ вважаються саме рівень ТАГ і ХС ЛПВЩ. 

Питання про те, якою мірою окремі складові МС пов'язані між собою патогенетично і який з компонентів синдрому є первинним, залишаються нез’ясованими з самої появи поняття МС. До нашого часу зберігається також невизначеність у питаннях про те, чи має зниження чутливості до інсуліну первинний характер, чи потрібно його розглядати як провідний етіологічний чинник МС з наступною появою специфічного для синдрому комплексу метаболічних і функціональних порушень. Не можна виключити, що ці порушення і чутливість до інсуліну взаємопов'язані, причому значимість етіологічного фактора може належати кожному з компонентів синдрому.

Більшість науковців вважають ІР основною ознакою МС [10,109,143,166,168]. На думку багатьох дослідників, схильність до ІР є історично сформованим механізмом адаптації організму людини до зміни зовнішніх умов для підтримки енергетичного балансу і нормального функціонування всіх органів і систем [41,266]. Для пояснення цієї генетичної схильності до ІР J. Neel висунув теорію «ощадливого генотипу» (наведено за [46]), згідно з якою, організм людини в період достатку в харчуванні накопичує жири і вуглеводи, а в період дефіциту їжі зберігає нормоглікемію і більш економно витрачає енергію, за рахунок зниження рівня утилізації глюкози в м'язовій тканині, посилення глюконеогенезу та ліпогенезу. Цей механізм дозволяє людині виживати у періоди голодування та підтримувати організм у стані між здоров'ям і хворобою протягом певного часу. В процесі філогенезу ця особливість метаболізму призводить до значної поширеності ІР.

Розвиток ІР можливий при багатьох фізіологічних станах, наприклад, у літніх людей, вагітних, під час нічного сну, гіподинамії [5,47]. Проте найчастіше ІР викликають патологічні стани: генетичні дефекти, надлишкова маса тіла, АГ, дисліпідемія [46]. Одним із провідних чинників ІР є мутація генів IRS-1, глікогенсинтетази, гормончутливої ліпази, β3-адренорецепторів, TNF-α, роз'єднуючого протеїну, а також молекулярні дефекти білків, що передають сигнали інсуліну: зниження мембранної концентрації та активності внутрішньоклітинних транспортерів глюкози – GLUT 4 у м'язовій тканині [14,47].

За даними багатьох авторів, значну роль у розвитку ІР та інших компонентів МС (дисліпідемії, підвищення АТ, гіперглікемії) відіграє ожиріння [10,109,153,166,168]. Експериментальні і клінічні дослідження виявили залежність між ступенем розвитку абдомінально-вісцеральної жирової тканини та чутливістю тканин до інсуліну [153]. За даними науковців, ця залежність має форму кривої – збільшення вмісту вісцеральної жирової тканини з 0,5 до 1,8 кг призводить до зменшення чутливості тканин до інсуліну на 60%. Подальше підвищення вмісту жирової тканини має менший вплив на чутливість до інсуліну. 

Вісцеральна жирова тканина, на відміну від жирової тканини іншої локалізації, має більш густу іннервацію, широку мережу капілярів і безпосередньо пов’язана з портальною системою [19]. Для інтраабдомінальних адипоцитів притаманна висока щільність β-адренорецепторів (особливо β3), рецепторів до кортикостероїдів та андрогенів і відносно низька щільність α2-адренорецепторів і рецепторів до інсуліну, що обумовлює високу чутливість жирової тканини до ліполітичного ефекту катехоламінів і низьку – до антиліполітичного ефекту інсуліну [10,19,180]. Інтенсивний ліполіз в інтраабдомінальних адипоцитах призводить до вивільнення великої кількості ВЖК, які надходять по ворітній вені в печінку, а потім - у системний кровотік, що призводить до підвищення їх вмісту у плазмі крові, артеріях, міокарді, скелетних м’язах, печінці та інших тканинах. Печінка піддається потужній і постійній дії ВЖК, що сприяє низці метаболічних порушень з подальшим розвитком ІР і системної гіперінсулінемії [103].

На думку авторів, роль абдомінального ожиріння в розвитку ІР визначається зміною метаболізму вісцеральної жирової тканини, внаслідок чого підвищується рівень чинників, що посилюють ІР (IL-6, TNF-α, лептин, резистин, адипсин, білок, стимулюючий ацетилювання, інгібітор активатора плазміногену 1-го типу (PAI-1), ангіотензиноген, вісфатін, апелін) і знижується рівень чинників, що перешкоджають її розвитку (адипонектин) [24,25,160,198].

Останніми роками широко обговорюється роль лептинорезистентності в розвитку вісцерального ожиріння та ІР. Численні дослідження свідчать, що за фізіологічних умов лептин обмежує надмірне накопичення жиру в організмі, шляхом модуляції в гіпоталамусі синтезу різних пептидів, які сприяють зменшенню апетиту. Так, при введенні лептину в структури головного мозку експериментальним тваринам відмічається дозозалежний ефект у вигляді зниження потреби в їжі, збільшення витрачання енергії і зменшення маси тіла [242]. До певної міри, це може бути обумовлено збільшенням зворотного захоплення серотоніну під впливом лептину. Тобто, ефекти останнього в зниженні маси тіла частково опосередковуються через серотонінергічну систему мозку [12]. Крім того, передбачається, що лептин призводить до ушкодження жирових клітин через індукцію апоптозу [224]. 

При вісцеральному ожирінні рівень лептину в крові є підвищеним [211,216]. Вважається, що це обумовлено лептинорезистентністю внаслідок порушення транспорту цього чинника через гематоенцефалічний бар'єр або через дефект рецепторів до нього.

Механізм впливу лептину на м'язову та жирову тканину представлений різними авторами неоднозначно. За результатами одних дослідників, у м'язовій тканині лептин справляє гальмівний вплив на фосфорилювання IRS-1 за тирозином [203,233], а у жировій - пригнічує транспорт глюкози, що стимулюється інсуліном. Інші автори вважають, що лептин, навпаки, здатний посилювати захоплення глюкози жировими та м'язовими клітинами [14]. При цьому, рівень лептину відбиває не лише кількість накопиченого жиру, але і порушення енергетичного обміну: при голодуванні концентрація лептину значно знижується, а при переїданні, навпаки - підвищується. У вісцеральній жировій клітковині його рівень прямо корелює з індексом маси тіла, величиною артеріального тиску та частотою серцевих скорочень [235].

Звертає на себе увагу той факт, що формування МС у чоловіків залежить від ступеня абдомінального ожиріння, а у жінок ця залежність проявляється тільки з часу розвитку менопаузи й гіпоестрогенемії [75]. Найбільш вразливим періодом у жінок вважається пременопауза [134]. На тлі дефіциту естрогенів порушується метаболізм ЛП, глюкози, інсуліну, розвивається ЕД. У дослідженні EUROASPIRE показано, що з віком у жінок збільшується поширеність вісцерального ожиріння та зростає рівень ХС ЛПНЩ [134]. Наявність ЦД 2-го типу або порушень вуглеводного обміну в пацієнтів жіночої статі з МС вважається прогностично несприятливою ознакою.

Примітно, що у ряді фундаментальних досліджень показано, що ожиріння є швидше маркером, ніж причиною розвитку МС, оскільки у значної кількості осіб з надмірною масою тіла МС не розвивається, а у багатьох хворих з МС немає ожиріння. Встановлено також, що залежність між МС і АГ не залежить від наявності ожиріння (як загального, так і вісцерального), а кореляція між ожирінням та ІР при врахуванні активності системної запальної відповіді не виявляється [8]. Крім того, результати досліджень останніх років свідчать про те, що розвиток ІР залежить не від збільшення маси жирової тканини, а від накопичення ліпідів безпосередньо в печінці, скелетних м'язах і міокарді, а ожиріння лише сприяє цьому. Так, у мишей з генетичною ліподистрофією та відсутністю підшкірної і вісцеральної жирової тканини, як і при кахексії у онкологічних хворих, відмічається виражена ІР на тлі високого вмісту ліпідів у гепатоцитах. Усунення ліподистрофії шляхом трансплантації жирової тканини відновлює чутливість клітин печінки, міокарду та скелетних м'язів до інсуліну паралельно зі зникненням накопичених у них ТАГ [8].

Неодноразово відмічалося також, що неалкогольний стеатогепатит закономірно поєднується зі зниженням чутливості до інсуліну, незалежно від наявності і обсягу підшкірного та вісцерального жиру, а зменшення індексу маси тіла у осіб з ожирінням сприяє зростанню чутливості до інсуліну тільки у тому випадку, якщо супроводжується зменшенням вмісту ліпідів безпосередньо у гепатоцитах і скелетних м'язах. Цей ефект виникає тільки при значній втраті маси тіла, що перевищує 25% [268].

Ці дані зумовили появу альтернативної гіпотези, відповідно до якої, основою розвитку МС є гіперінсулінемія, оскільки інсулін здатний безпосередньо індукувати розвиток низки його компонентів. Так, АГ при МС спостерігається в 50% випадків у хворих з гіперінсулінемією і тільки у 10% без неї, незважаючи на те, що сам інсулін не має гіпертензивної дії, а, навпроти, є прямим вазодилататором [8]. 

Участь інсуліну в патогенезі АГ пов’язують з його здатністю викликати збільшення реабсорбції натрію й води нирками, стимулювати центри симпатичної нервової системи, активувати обмін йонів у гладеньких м’язах судин, що сприяє накопиченню в них натрію, кальцію та підвищенню чутливості до пресорної дії катехоламінів та ангіотензину ІІ. Інсулін також сприяє розвитку в гладеньких м’язах судин процесів ремоделювання шляхом стимулювання їхньої проліферації через локальну ренін-ангіотензин-альдостеронову систему, що є чинником стабілізації підвищеного рівня артеріального тиску [10,19,153,165,168].

Показано що гіперінсулінемія, здатна стимулювати синтез ЛПДНЩ у печінці, викликати суттєві кількісні та якісні зміни ліпопротеїнових молекул, підвищувати чутливість рецепторів клітинних мембран стінок артерій до ЛПНЩ та транспорт в них надлишку ХС [44]. В той же час, метаболіти ТАГ і НЕЖК порушують механізми передачі інсулінового сигналу, інгібують окиснення, транспорт, фосфорилювання глюкози, синтез глікогену [44].
Крім того, інсулін має виражену прозапальну і прооксидантну дію через здатність стимулювати продукцію супероксидного аніон-радикала, активуючи НАДФН-оксидазу плазматичної мембрани фібробластів, запальних клітин крові, адипоцитів, що супроводжується розвитком окиснювального стресу. Наявність цього ефекту встановлена також в ізольованих сегментах аорти щурів з гіперінсулінемією, тоді як застосування СОД або інгібіторів НАДФН-оксидази значно пригнічує продукцію АФК і зменшує активність вільнорадикальних реакцій [8].

У той же час, більшість дослідників розглядають гіперінсулінемію не як причину, а як наслідок розвитку МС. Виникаючи вторинно, як компенсаторна реакція на зниження чутливості до інсуліну, гіперінсулінемія тривалий час сприяє підтримці нормального рівня глюкози в крові.

Гіперглікемія також розглядається деякими дослідниками як безпосередня причина розвитку МС. Ця точка зору обґрунтовується здатністю глюкози індукувати розвиток окиснювального стресу, посилювати експресію NF-κB у моноцитах з їх активацією, адгезією до ендотелію, зростанням утворення TNF-α, моноцитарного хемотаксичного білку (MCP-1), β2-інтегрину мембрани лейкоцитів, IL-1β [249]. При обстеженні 20 практично здорових добровольців, на тлі блокади ендогенної секреції інсуліну, стабілізація рівня глюкози в крові на рівні 15 ммоль/л поєднується зі зростанням рівня IL-6, IL-18, TNF-α в плазмі крові впродовж перших двох годин, у середньому на 55% [150], а у осіб з порушеною толерантністю до глюкози - рівень IL-6 та TNF-α у плазмі крові, підвищується вже на початку спостереження та зростає після відтворення більш тривалої гіперглікемії.

Роль гіперглікемії в розвитку МС певною мірою пов'язана також із здатністю глюкози активувати симпатичну нервову систему з розвитком АГ. Показано, що вміст норадреналіну в жировій тканині достовірно зростає після навантаження глюкозою або фруктозою. Оскільки фруктоза є менш інсуліногенною, ніж глюкоза, то однакова адренергічна реакція на ці моносахариди свідчить про відносно малу роль інсуліну в її розвитку [285]. 

В той же час, гіперглікемія частіше відмічається на пізніх етапах розвитку МС як результат ІР скелетних м'язів і печінки. Крім того, гіперглікемія може розвиватися вторинно, як наслідок запалення, а введення рекомбінантного IL-6 навіть практично здоровим особам супроводжується виникненням гіперглікемії і компенсаторної гіперінсулінемії [161].

На противагу цим поглядам, в останні роки особлива увага в механізмі розвитку ІР, МС і ЦД 2-го типу приділяється системній запальній відповіді та окиснювальному стресу [8,23,49,101]. Так, у дослідженні IRAS (INSULIN RESISTANCE ATHEROSCLEROSIS STUDY) при обстеженні 1087 осіб без ЦД значення хронічного субклінічного запалення, як чинника розвитку ІР і МС, була підтверджена наявністю високої кореляції між чутливістю до інсуліну та активністю запалення [172]. Ці дані були підтверджені і в дослідженні ARIC (ATHEROSCLEROSIS RISK IN COMMUNITIES), в якому у 10275 осіб ризик розвитку ІР і ЦД 2-го типу протягом 9 років спостереження позитивно корелює з індексом маси тіла, частотою серцевих скорочень, рівнем ТАГ у плазмі крові й інтегральним індексом системного запалення, який визначали з урахуванням його основних маркерів [228].

У низці досліджень встановлено, що ІР може розвиватися при багатьох патологічних процесах (запаленні, сепсисі, онкогенезі), загальною ознакою яких є посилене вивільнення TNF-α. Так, при обстеженні 40 хворих на ЦД 2-го типу було показано, що рівень TNF-α у плазмі крові був підвищений, у порівнянні з контролем, на 23% у осіб з помірною ІР, на 50% – з вираженою ІР. При цьому, він позитивно корелює з індексом маси тіла, рівнем ТАГ і глюкози та негативно – з ХС ЛПВЩ [8].

На думку авторів, TNF-α індукує розвиток ІР за допомогою низки механізмів, включаючи пряму інгібуючу дію на рецептори інсуліну, мембранну експресію GLUT 4, фосфорилювання IRS-1 [8].

За умов експерименту неодноразово була показана здатність прозапальних цитокінів IL-6 і TNF-α викликати гіперглікемію [8]. Встановлено, що IL-6 посилює вивільнення інсуліну, що стимулюється глюкозою, ізольованими клітинами підшлункової залози, послаблює ініційований інсуліном синтез глікогену гепатоцитами. Показано, що у патогенез ІР безпосередньо залучена реакція гострої фази запалення з активацією імунної системи. Підвищення концентрації IL-6 та С-РБ в крові є достовірним предиктором МС. 

Повідомляється про високу позитивну кореляцію між ступенем ІР і рівнем у плазмі крові медіаторів запалення – TNF-α, IL-6 [275,276]. Показано, що вони викликають розвиток ІР як завдяки прямому впливу на рецептори інсуліну і пригнічення фосфорилювання їхніх тирозинових залишків, так і шляхом стимуляції секреції кортизону і гормону росту [277].

Нерозривний зв'язок запалення низької градації з ожирінням і іншими компонентами МС показаний при спостереженні 2821 практично здорової особи, протягом 6 років. При цьому, достовірною прогностичною ознакою прогресуючого зростання маси тіла виявляється збільшення в плазмі крові хоча б одного з маркерів запалення (фібриногену, оросомукоїду, антитрипсину, гаптоглобіну, церулоплазміну) [149]. Встановлено, що запалення сприяє посиленому утворенню жирової тканини [136]. Так, при трирічному спостереженні осіб з підвищеним рівнем фібриногену та кількості нейтрофілів у плазмі крові відмічається значний приріст маси тіла. В той же час, ожиріння підвищує активність запалення, внаслідок чого формується замкнуте «порочне» коло.

Одним з механізмів збільшення маси тіла та розвитку інших компонентів МС при запаленні є прямий вплив цитокінів (TNF-α, IL- 1β) на вищі вегетативні центри з активацією симпатичної нервової системи, підвищенням апетиту, розвитом гіперкортизолемії, АГ, ожиріння, резистентності до лептину, ІР [170].

Існує гіпотеза, що рівень біохімічних маркерів МС – запалення, гемостазу та нейрогуморальних маркерів підвищується ще до виникнення АГ та розвитку ЦД [19]. При проведенні Framingham Offspring Study вивчали такі біохімічні показники, таких як С-РБ, PAI-1, фібриноген, рівень альдостерону, реніну, натрійуретичного пептиду та гомоцистеїну [183]. Дослідниками виявлено позитивний зв’язок між частотою розвитку МС та рівнем біохімічних маркерів, таких як PAI-1 та альдостерон. Відомо, що PAI-1 бере участь у регуляції обміну жирової тканини, розвитку ожиріння та ІР. На його синтез впливають інсулін, глюкокортикоїди, ангіотензин ІІ, цитокіни та жирні кислоти. У дослідженні виявлено зв’язок між рівнем альдостерону та розвитком ІР і таких компонентів МС, як: АГ, рівень ТАГ, обхват талії та зниження рівня ХС ЛПВЩ.

Проте виявлено, що у патогенезі ІР запалення не завжди є первинним. Як уже згадувалося, запалення може бути і наслідком ожиріння, оскільки жирова тканина є найважливішим джерелом прозапальних цитокінів (IL-6, TNF-α). Ожиріння призводить до пропорційного підвищення їх рівня в крові, а зростання чутливості до інсуліну при втраті маси тіла або застосуванні препаратів групи тіазолідинедіонів поєднується зі зменшенням рівня в плазмі крові С-РБ і TNF-α [150]. Окрім цього, гостра фаза запалення може запускатися у відповідь на збільшенням концентрації в крові глюкози і ВЖК, а також після вживання їжі. При цьому, утворення IL-6 у жировій тканині збільшується в 5 разів. Ця залежність підтверджується наявністю прямого зв'язку між концентрацією в крові глюкози, глікозильованого гемоглобіну, медіаторів запалення (С-РБ і IL-6), а також здатністю підвищеного рівня глюкози in vitro стимулювати утворення IL-6 у моноцитах, що супроводжується зростанням рівня IL-6 та TNF-α у крові при гострій гіперглікемії та зниженням рівня в крові маркерів запалення при зменшенні її виразності.

Талаєва Т.В. та співавт. [91] показали наявність прямого зв'язку між компонентами МС, внаслідок чого, експериментальну модель ІР можна відтворити шляхом моделювання запалення, гіперліпідемії або гіперглікемії за умов тривалого вуглеводного та ліпідного навантаження.
Братусь В.В. та співавт. [8] вважають найбільш аргументованою і переконливою точку зору, відповідно до якої провідною причиною розвитку МС і патогенетичною основою атеросклерозу, ІХС, діабетичної кардіоміопатії є порушення обміну ліпідів і ЛП крові, зростання в ній рівня ТАГ і ВЖК.

У працях останніх років підкреслюється, що причини ІР є більш «ліпогенічними», ніж «глюкогенічними» [8,93-95]. Так, у осіб з ЦД 2-го типу значно порушена динаміка обміну ліпідів, підвищений рівень циркулюючих ВЖК і ТАГ [8]. В результаті відбувається виражене відкладення ліпідів в різних тканинах, включаючи скелетні м'язи, що може відігравати провідну роль як у етіології ІР, так і в порушенні функції β-клітин підшлункової залози.

Таким чином, проведений аналіз результатів сучасних досліджень свідчить про високу значущість МС, як патогенетичної основи розвитку ССЗ та ЦД 2-го типу. Результати багатьох клінічних та експериментальних робіт дозволили визначити механізми розвитку компонентів МС, патогенетичний зв’язок між ними. Водночас, поки що немає єдиної точки зору на визначення головної ланки патогенезу МС та послідовності залучення тих чи інших механізмів формування головних ознак МС, що це свідчить про необхідність більш поглибленого вивчення механізмів розвитку МС та розроблення єдиного патогенетичного підходу до лікування осіб з цією патологією.

1.2. Роль NF-κB сигналізації у механізмах розвитку інсулінорезистентності, ліпотоксичності, системної запальної відповіді, цукрового діабету 2 типу і атеросклерозу

Цитоплазматичний фактор транскрипції NF-κB (Nuclear Factor Kappa-light-chain enhancer of activated B cells) є одним з головних транскрипційних факторів, що відповідають за адаптивні реакції клітин. Він присутній у всіх клітинах дорослого організму, займаючи центральні позиції в регуляції більше ніж 100 (за іншими даними більше ніж 300) генів, відповідальних за індуктивний гомеостаз [42,68,174,217, 271].

Цей чинник унікальний тим, що може активуватися великим числом внутрішньоклітинних шляхів, індукованих фізичними і хімічними факторами (іонізуючою радіацією, ультрафіолетовим світлом, гіпербарією, форболовими ефірами та ін.), інфекційними агентами (бактеріями, вірусами, паразитами та їх продуктами), сигнальними молекулами (гормонами, ангіотензином II, факторами росту, цАМФ, АФК тощо), прозапальними цитокінами, окисненими ліпідами, НЕЖК, глюкозою (за умов гіперглікемії), сполуками, присутніми в атероматозних бляшках тощо [42,68,129,206,217,271].

NF-κB представлений п'ятьма білками – р50/105 (NF-κB1), р52/100 (NF-κB2)1, р65 (RelA), c-Rel и RelB [133,174,217,271]. Внутрішньоядерний транспорт NF-κB, взаємодію з ДНК, інгібіторами та утворення димеризованих молекул забезпечує їхній NH2-кінець, який має Rel-гомологічний домен, що складається з 300 амінокислот. 

Безліч генів, що регулюються NF-κB, містять одну або декілька NF-κB-зв'язуючих послідовностей. Тому, очевидно, в регуляції різних генів, індукованих у відповідь на різні стимули, беруть участь різні комбінації субодиниць [129,271]. Наприклад, у відповідь на дію TNF-α у ядрі швидко з'являються димерні комплекси p50-p65, p50-c-Rel, p65-c-Rel, p52-c-Rel і p52-p65. Це пов'язують з необхідністю наявності різних димерів для регуляції генів.

Специфіка NF-κB-реакцій доповнюється особливостями регуляторних IKK-IκB молекул, які, поряд з великою кількістю NF-κB-зв'язуючих ДНК-сайтів, забезпечують чутливість до низки стимулів. Сюди слід додати хімічні реакції, що впливають на структуру активованого NF-κB (від них залежить його транскрипційна активність) – ацетилювання, фосфорилювання, S-нітрозилювання [68]. Все це створює картину полівалентної активації NF-κB, яка містить безліч регуляторних шляхів, що призводять до реалізації ефекторного потенціалу клітин.

NF-κB присутній у цитоплазмі в неактивній формі, перебуваючи в комплексі з інгібіторними IκB-білками. Сімейство останніх включає IκBα, IκBβ, IκBγ / Р105, IκBδ / Р100, IκBε і фактор-3 В-клітинної лімфоми (Bcl-3) [68,174,217,271], які мають декілька анкіринових повторів (складаються з 30-33 амінокислот), що зв'язуються з Rel-доменом NF-κB. 
Класичним типом NF-κB вважається гетеродімер р50-р65, який міститься в більшості клітин. Гомодимери р50 неактивні і відіграють роль репресорів, оскільки не містять трансактиваційних доменів [68]. 
У відповідь на різні стимули відбувається фосфорилювання IκB ІКК (IκB kinase) – комплексом. При цьому, змінюється конформаційна структура молекул, що визначає їхнє розпізнавання та руйнування всередині протеасом [126, 133]. Це призводить до протеолітичного розщеплення IκB і його убіквітинізації та руйнування комплексу NF-κB/IκB. Після чого NF-κB активується, вивільняється і траслокується в ядро, де зв’язується з промоторними ділянками специфічних генів та активує процес транскрипції різних генів, задіяних в імунній, гострофазовій і запальній відповідях, зокрема, гени IL-1β,-2,-6,-8,-12, TNF-α, хемокінів, iNOS, молекул клітинної адгезії, головного комплексу гістосумісності, білків комплементу, чинників, що контролюють клітинний цикл (р53, циклин D1 та ін.), інгібіторів і активаторів апоптозу (c-IAP1, c-IAP2, FasL, Bcl-2, TRAF-1, TRAF-2, каспази тощо) [129,206,217,271] та генів, що кодують білки – компоненти АО системи (СОД, церулоплазмін) тощо [127,232].
У 2011 р І.П. Кайдашев [44] висунув концепцію прекондиціонування системи NF-κB сигналізації з розвитком системної запальної відповіді у хворих на ЦД 2-го типу, атеросклероз і МС.

Інсулін вважається достатньо потужним ростовим фактором, чиї ефекти опосередкуються через МАР (mitogen-activated protein) кіназний шлях. Після взаємодії між IRS-1 і SHC активується позаклітинно регульована кіназа (ERK), що переноситься в ядро і каталізує фосфорилювання транскрипційних факторів, які підсилюють ріст клітин, їхню проліферацію та диференціювання [264]. Тобто, цей шлях відіграє важливу роль у патогенезі атеросклерозу. Блокада МАР кінази запобігає стимуляції проліферативних ефектів інсуліну, але не виявляє дію на метаболічну активність цього гормону [185]. Важливими є дані щодо розвитку ІР в РІ-3-К шляху, при непошкодженому МАР кіназному шляху та механізмів розвитку запалення, що опосередковується через NF-κB [284] і c-Jun N-кінцеву кіназу, які також можуть викликати ІР [44].

Виявлено, що порушена активація фосфорилювання за тирозином IRS-1 і РІ-3-К у хворих на ЦД 2-го типу зі зниженою масою тіла та у осіб з нормальною толерантністю до глюкози, але з надмірною масою, викликає глибокі порушення транспорту та фосфорилювання глюкози, синтезу глікогену [231]. Внаслідок того, що еNOS активується за участю тієї ж РІ-3-К, порушується продукція NO, що призводить до розвитку ЕД та атеросклерозу [120]. Це, на думку науковців, відображає молекулярний зв'язок між ІР, запаленням і розвитком атеросклерозу у хворих на ЦД 2-го типу.

Дефект, що виникає в сигнальному шляху інсуліну, ініціює повторювані цикли зворотного зв'язку [44]. 
Порушення утилізації глюкози викликає гіперглікемію, яка стимулює секрецію інсуліну. Внаслідок порушень функціонування шляху IRS-1/РІ-3-К виявляється надлишкова стимуляція МАР-кіназного шляху, оскільки останній зберігає нормальну чутливість до інсуліну. Підвищене фосфорилювання IRS-1 за серином, викликане різними метаболічними та запальними порушеннями, що виявляється у хворих на ЦД 2-го типу, ще більше перешкоджає сигналізації від інсуліну через РІ-3-К шлях [145]. 

У хворих на ЦД 2-го типу та у осіб з надмірною масою тіла тривала стимуляція МАР кіназного шляху викликає проліферацію гладеньких м’язів судин, збільшує продукцію колагену, надлишкової кількості факторів росту та прозапальних цитокінів, що активує атерогенез. Необхідно відмітити, що більшість прозапальних цитокінів, в свою чергу, посилюють експресію NF-κB і викликають реципрокну активацію свого синтезу [142,157].

В останні роки показано, що гіперінсулінемія посилює здатність ангіотензину ІІ активувати NF-κB [163]. Слід зазначити, що ангіотензин ІІ також здатний фосфорилювати IRS-1 у клітинах гладеньких м’язів аорти та скелетних м'язів. Тобто, каскад реакцій, пов'язаних з NF-κB, є сполучною ланкою між ІР, атерогенезом і АГ.

Підвищена активність NF-κB розглядається як молекулярний механізм, відповідальний за розвиток запалення і ІР при ЦД 2 типу [162]. Показано, що TNF-α, IL-6 та протеїнкіназа C, також як IKK, викликають фосфорилювання IRS-1 за залишками серину, пригнічуючи інсуліновий сигнал, що призводить до розвитку ІР [138,159].

Відомо, що вміст IκB у скелетних м'язах хворих на ЦД 2-го типу знижений. Це пов’язують з підвищенням активності NF-κB. Показано, що низка стимулюючих факторів, в т.ч. ліпіди, активують сигнальний шлях NF-κB, викликаючи стан ІР у міоцитах організмів різних видів. Так, у міоцитах людини пальмітат посилює активність NF-κB і збільшує утворення мРНК IL-6. За цих умов трансфекція міоцитів суперрепресорним мутантом аденовірус-IκB блокує збільшення активності NF-κB і експресію мРНК IL-6 [240].

Циркулюючі НЕЖК також здатні викликати розвиток запалення та ІР, шляхом прямої активації TLR-4. У м'язах осіб з ожирінням та хворих на ЦД 2-го типу виявлено підвищений вміст мРНК і білка TLR-4, що тісно корелює з індексом ІР – НОМА – і активацією NF-κB [44,240]. Це, на думку дослідників, забезпечує ще один шлях реалізації прозапального ефекту НЕЖК і підсилює розвиток атеросклерозу.

На підставі аналізу літератури та власних досліджень І.П. Кайдашев [40,45] запропонував концепцію перманентної активації NF-κB, наслідком якої є розвиток інших компонентів МС (ІР, системного запалення, артеріальної гіпертензії, ЕД та дисліпідемії) (рис. 1.1).
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Рис. 1.1. NF-κB як головна ланка патогенезу МС [40,45]

На кафедрі патофізіології Вищого державного навчального закладу України «Українська медична стоматологічна академія» виявлено, що введення як інгібіторів активації NF-κB (JSH-23, метформіну гідрохлориду) під час відтворення МС істотно впливає на систему NO, окиснювальні та репаративні процеси у тканинах пародонта та піднижньощелепних слинних залоз: знижує в них сумарну активність NOS та концентрацію продуктів окиснення NO – нітрит-йонів, зменшує продукцію супероксидного аніон-радикала, обмежує утворення вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук), резорбцію альвеолярного відростка щелеп, дезорганізацію сполучної тканини пародонта [35,61,62].
Таким чином, NF-κB може розглядатися як детермінанта патологічної системи при розвитку МС, що включає розвиток усіх компонентів цієї патології. Проте недостатньо доведеною залишається ефективність різних підходів до зниження транскрипційної активності NF-κB з метою усунення молекулярної основи розвитку МС і зниження ризику серцево-судинних захворювань. Не достатньо з’ясованими залишаються також взаємозв’язки NF-κB та системи оксиду азоту в патогенезі МС.

1.3. Роль оксиду азоту в патогенезі метаболічного синдрому та його наслідків 

Оксид азоту (NO), вільнорадикальний газ, утворюється з амінокислоти L-аргініну під дією NOS (КФ 1.14.13.19) [112,156,221] в реакціях ферментативного або неферментативного відновлення нітрит-йонів [83,86,204,205].

Окрім L-аргініну в NO-синтазній реакції беруть участь молекулярний кисень, НАДФН та інші кофактори – тетрагідробіоптерин (ВН4), флавінмононуклеотид (ФМН) / флавінаденіндинуклеотид (ФАД), глутатіон, йони Са2+, кальмодулін. У ході каталізу крім NO утворюється L-цитрулін [112,221]:
2 L-аргінін + 3НАДФН + 4О2 + 3Н+ → 2 цитрулін +

+ 2NO + 3НАДФ + 4Н2О 


(1)

Примітно, що дефіцит L-аргініну або хоча б одного з кофакторів, призводить до роз'єднання функціонування NOS та її дисфункції, внаслідок чого NOS переходить від продукції NO до утворення АФК, зокрема, супероксидного аніон-радикала [113,115,155]. Генерація останнього за участю nNOS значно підвищена у опасистих щурів лінії Zucker з ознаками ІР [246].

Продукцію NO в організмі ссавців каталізують три ізоформи NOS, дві з яких вважаються постійно функціонуючими ізоферментами: нейрональним (NOS I або nNOS) і ендотеліальним (NOS III, або eNOS) [112,156,221,289]. Ізоформи NOS I та NOS III, каталізують синтез NO у невеликих кількостях, постійно експресуються в клітинах, тому мають назву конститутивних. Для їх активації необхідні йони Са2+ і кальмодулін. NO, що продукується eNOS, є фізіологічно значущим вазодилататором, інгібітором агрегації й адгезії тромбоцитів, інгібітором проліферації та міграції гладеньком'язових клітин. Зниження продукції та / або біодоступності NO, що синтезується в ендотеліальних клітинах, вважають однією з основних причин ЕД, що має місце при таких патологічних станах, як дисліпідемія, гіперхолестеролемія, ЦД 2-го типу, АГ, МС, серцева недостатність тощо [63,99,102,108,120,197,252].

На відміну від вищеназваних ізоформ, iNOS (NOS II) вважається, головним чином, епізодично функціонуючим ізоферментом. iNOS вперше була виявлена у макрофагах, однак, зустрічається в багатьох інших клітинах, включаючи гладеньком'язові, фібробласти, гепатоцити, епітеліоцити. Експресія цієї ізоформи індукується більшістю чинників, здатних викликати ІР, зокрема, прозапальними цитокінами [148], ендотоксинами [260,282], АФК [171], ВЖК [251], глюкозою (за умов гіперглікемії) [132,250]. Для її активації не потрібні йони Са2+ [112,156,221]. У той же час, встановлено, що iNOS може експресуватися у клітинах і конститутивно, без впливу будь-яких ушкоджуючих агентів [164]. Повідомляють також про протективну дію iNOS на серце та судини [137].
Вважають, що індукція iNOS у інсулін-чутливих тканинах відіграє ключову роль у розвитку ІР [131,158,222,258]. При цьому, погіршується дія інсуліну на рівень глюкози через дисфункцію інсулін-залежної сигналізації в IRβ, IRS-1/-2 та протеїнкінази B (PKB або Akt) та виявляються порушення сигнального шляху IRβ/IRS/PI-3-K/Akt [131, 234]. 

В останні роки з’явилися повідомлення про роль nNOS у патогенезі МС. Було виявлено, що відтворення ІР супроводжується зменшення каталітичної активності nNOS у інсулін-залежних органах. За цих умов порушується здатність інсуліну призводити до фосфорилювання nNOS у скелетних м’язах [175]. 
У експерименті на опасистих щурах лінії Zucker fa/fa показано, що зниження активності nNOS у інсулінорезистентних скелетних м'язах пов’язано з реалізацією убіквітин-протеасомного шляху деградації ферменту через його взаємодію з шапероном Hsp-70 та кошапероном CHIP (Carboxyl Terminus of Hsc70-Interacting Protein) [208]. Блокада протеасомного протеолізу та гіперекспресія nNOS, за даними авторів, поліпшує базальний та інсулін-стимульований транспорт глюкози та транслокацію GLUT-4 у культурі міоцитів за умов ІР, що доводить роль протеолізу nNOS у механізмі порушення інсулін-індукованого транспорту глюкози. 

NO має унікальні властивості, поєднуючи функції первинного та вторинного посередника з високою дифузійною здатністю, що забезпечує можливість передачі сигналу на досить значні дистанції від джерела його синтезу [71]. Як первинний месенджер, NO регулює продукцію ендотелієм таких біологічно активних сполук, як простациклін, ендотеліальний фактор гіперполяризації (EDHF) та ендотелін-1 [13]. Прямі ефекти NO, як вторинного посередника, пов'язані з його взаємодією з білками, що містять у своїй структурі гем, і, у першу чергу, з розчинною гуанілатциклазою, яка каталізує синтез цГМФ у клітинах, і з цитохромом Р450 [83,221]. Поряд з цим, NO здатний реагувати з білками, що містять негемовий ферум, купрум і цинк, з ненасиченими жирними кислотами та тіоловими групами білків з утворенням нітрозотіолів, що представляють собою внутрішньоклітинні «депо» NO [22].

Вважається, що головним чинником, який обумовлює біологічний ефект NO, є його концентрація. При низькому вмісті NO (<1 мкМ), головним чином, переважають його прямі ефекти, спрямовані на підтримання гомеостазу клітин. При високих концентраціях (>1 мкМ) переважають непрямі ефекти, обумовлені утворенням і подальшою дією високореакційної сполуки – пероксинітриту (ONOO-) [32,226,261]. Останній, утворюється при взаємодії NO з супероксидним аніон-радикалом (.О
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NO + .О
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 → ONOO- 


(2)
У свою чергу, пероксинітрит розкладається з утворенням ще більш активного гідроксильного радикала (.ОH) [226,261].

Утворення пероксинітриту опосередковує непрямі ефекти NO, які найчастіше мають патологічний характер. Ці ефекти призводять до модифікації різних макромолекул, включаючи білки, ліпіди та нуклеїнові кислоти [32, 226,261].

При надлишку NO також відбуваються інактивація Fe-вмісних ферментів мітохондрій, що призводить до дистрофічних змін, пригнічення росту та розмноження клітин, індукції апоптозу. У серцево-судинній системі надлишок NO викликає дисфункцію ендотелію судин, патологічне ремоделювання судинної стінки, збільшує проникність судин, що викликає набряки тканин та призводить до стійкої генералізованої вазодилатації і вираженого падіння артеріального тиску [204].

Таким чином, в клітинах, де експресуються конститутивні ізоформи NOS, NO утворюється у відносно невеликих кількостях, протягом короткого періоду часу і справляє позитивну біологічну дію, в той час, як iNOS виявляє активність через 2-8 годин після зовнішнього впливу на клітини, продукуючи величезні (у 100-1000 разів більше, ніж конститутивні ізоформи ферменту) кількості NO. При цьому, продукція NO утримується на високому рівні більш тривалий час – від годин до декількох діб. Іншими словами, здатність NO виступати в ролі фізіологічного регулятора або токсичної сполуки обумовлена експресією й активністю різних ізоформ NOS [51,71].

Повідомляється про наявність тісних взаємовідносин між системою NO та NF-κB. Звертає на себе увагу той факт, що гени iNOS експресуються за участю NF-κB. У промоторі iNOS виявлено сайти для зв'язування як NF-κB [274], так і інших факторів транскрипції – активатора транскрипції 1, фактора транскрипції jun/fos [112]. Завдяки активації NF-κB опосередковується продукція TNF-α та IL-1β, які є індукторами іNOS. Пригнічення ж активності NF-κB знижує активність цієї ізоформи NOS [152,237].
У той же час, літературні джерела свідчать про існування негативного зворотного зв'язку між вмістом оксиду азоту та NF-κB, що дозволяє контролювати експресію гена iNOS та протидіяти надмірній генерації NO та його активних метаболітів. Так, NO пригнічує експресію свого гена через зниження експресії NF-κB in vivo (у гепатоцитах щурів) та in vitro (в культурі первинних гепатоцитів людини) [255]. Процес активації NF-κB також пригнічується пероксинітритом [199]. 

В останні роки показано негативний зворотний зв'язок між активністю nNOS і NF-κB. Так, у дослідах на культурі астроцитів та при дослідженні тканин тонкої кишки in vivo продемонстровано гальмівний вплив nNOS на опосередковану NF-κB експресію iNOS [236,269]. Введення інгібіторів nNOS призводить до активації NF-κB, зменшення вмісту IκBα з подальшим підвищенням мРНК iNOS та активності цієї ізоформи NOS [236].

При відтворенні МС в експерименті на білих щурах Л.І. Ляшенко [62] виявила NF-κB-опосередкований характер негативного впливу nNOS на продукцію АФК, ПОЛ, колагеноліз та деполімерізацію протеогліканів у тканинах пародонта. Збільшення, за умов введення селективного інгібітора nNOS 7-NI, продукції супероксидного аніон-радикала мікросомальним і мітохондріальним електронно-транспортними ланцюгами, утворення ТБК-активних сполук, концентрації вільного оксипроліну та глікозаміногліканів у тканинах пародонта усувається призначенням інгібітора активації NF-κB – JSH-23, який порушує процес ядерної транслокації NF-κB.

Таким чином, дані сучасної літератури висвітлюють здатність NO впливати на широкий спектр фізіологічних і патологічних процесів у організмі людини та ссавців за умов серцево-судинної та ендокринної патології. Показана неоднозначна дія NO у механізмах розвитку інсулінорезистентності, його властивість утворювати високоактивний пероксинітрит при взаємодії з супероксидним аніон-радикалом. Звертає на себе увагу суперечлива інформація щодо взаємовідносин між системою оксиду азоту та функціональною активністю NF-κB, а також ролі NO-синтаз, пероксинітриту та факторів транскрипції у механізмах локальних і системних метаболічних розладів. До цього часу відсутні науково обґрунтовані підходи до визначення методів патогенетичної терапії з урахуванням корекції NO- та NF-κB-залежних процесів у організмі за умов метаболічного синдрому, що обґрунтовує доцільність цієї роботи. 

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Загальна характеристика матеріалів та методів дослідження

Експерименти виконані на 85 білих щурах-самцях лінії Вістар масою 180 - 230 г. 

Тварин утримували в умовах акредитованого віварію згідно зі “Стандартними правилами по упорядкуванню, устаткуванню та утриманню експериментальних біологічних клінік (віваріїв)”. 
При роботі з тваринами дотримувалися вимог «Європейської конвенції щодо захисту хребетних тварин, які використовуються в експерименті та інших наукових цілях» (Страсбург, 18.03.1986 р.), основних правил належної лабораторної практики GLP (1981), закону України № 3447-IV від 21.02.2006 р. «Про захист тварин від жорстокого поводження». 
Проведені дослідження відповідають етичним та морально-правовим вимогам згідно з наказом МОЗ України № 281 від 01.11.2000 р. Комісією з питань біоетики Вищого державного навчального закладу України «Українська медична стоматологічна академія» (протокол №126 від 12.10.2015 р.) порушень морально-етичних норм при проведенні науково-дослідної роботи не виявлено.
Проведено 8 серій дослідів: 

- у першій серії необхідні показники вивчали в інтактних тварин (контрольна серія); 

- у другій – після моделювання МС; 

- у третій, четвертій і п'ятій серіях – протягом відтворення МС тваринам вводили відповідно селективний інгібітор нейрональної NO-синтази (nNOS) 7-нітроіндазол (7-NI), селективний інгібітор iNOS – аміногуанідин і субстрат NO-синтазної реакції – L-аргінін;

- у шостій – протягом відтворення МС тваринам вводили скевенджер пероксинітриту – L-селенометіонін;

- у сьомій і восьмій – протягом відтворення МС тваринам вводили відповідно інгібітор активації NF-κB – JSH-23 (4-метил-N-(3-фенілпропіл)бензол-1,2-діамін) та метформіну гідрохлорид.

Для проведення оцінки системної чутливості до інсуліну здійснювали забір крові із хвостової вени щурів, до- і через 60 хв після введення інсуліну («Актрапід НМ» виробництва фірми «Novo Nordisk», Данія). 

Евтаназію проводили методом дислокації шийних хребців під ефірним наркозом. 
З ділянки грудної аорти вилучали дослідний зразок. 
2.2. Методика відтворення МС

МС моделювали згідно із описом патенту України на корисну модель №93517 “Спосіб моделювання метаболічного синдрому”, запропонованого з нашою участю. 
Для відтворення МС гризунам протягом двох місяців призначали 20% водний розчин фруктози для пиття та «дієту західного типу», що містить такі складові: рафіноване пшеничне борошно – 45%, сухе знежирене коров’яче молоко – 20%, крохмаль – 10%, столовий маргарин (зі складом жирів 82%) – 20%, переокиснена соняшникова олія – 4%, натрію хлорид – 1%. 

Переокиснену соняшникову олії отримують шляхом її нагрівання у присутності 2% сульфату міді протягом 6-10 годин.

2.3. Методика зміни режимів функціонування NO-синтаз та активності NF-κB

Для модифікації функціональної активності NOS та NF-κB тваринам вводили сполуки, наведені у таблиці 2.1.

Таблиця 2.1

Сполуки, що застосовувалися для модифікації функціональної активності NOS та NF-κB
	Назва сполуки
	Призначення
	Виробник
	Шлях введення
	Доза

	1
	2
	3
	4
	5

	7-нітроіндазол
(7-NI, 7-nitroindazole)
	Селективний інгібітор nNOS
	“Sigma Chemical Co”, США
	в/о
	30 мг/кг

[197]

	Аміногуанідин 

(Aminoguanidine) 
	Селективний інгібітор іNOS 
	“Sigma Chemical Co”, США
	в/о
	20 мг/кг [262]

	L-аргінін 
	Субстрат NO-синтазної реакції 
	“Kyowa Hakko Kogyo Co LTD”, Японія 
	в/о
	500 мг/кг [33]

	L-селенометіонін 
	Скевенджер пероксинітриту 
	“Sigma-Aldrich, Inc.”, США
	в/о
	3 мг/кг [197]

	JSH-23 (4-метил- N-(3-фенілпропіл) бензол-1,2-діамін) 
	Інгібітор активації NF-κB
	“Santa Cruz Biotechnology”, ФРН
	в/о
	1 мг/кг [194]

	Метформіну гідрохлорид 
	Інгібітор активації NF-κB
	“Wanbury LTD”, Індія
	в/о
	200 мг/кг [193]


Примітка: в/о – внутрішньоочеревинно.

Метформіну гідрохлорид вводили через день, інші – 2 рази на тиждень протягом періоду відтворення МС. 
2.4. Біохімічні методи дослідження 

Перелік біохімічних методів дослідження наведено в таблиці 2.2.
Таблиця 2.2

Біохімічні методи дослідження
	№
	Параметр, що вивчається
	Об’єкт
	Літературні джерела

	1
	ТБК-реактанти
	Кров
	Кайдашев І.П. та співавт. (2003)

	2
	СОД
	Кров
	Кайдашев І.П. та співавт. (2003)

	3
	Каталаза
	Кров
	Кайдашев І.П. та співавт. (2003)

	4
	Церулоплазмін
	Сироватка крові
	Кайдашев І.П. та співавт. (2003)

	5
	Супероксидний аніон-радикал
	Гомогенат аорти
	Цебржинский О.І. (2002)

	6
	Глюкоза
	Сироватка крові
	Набір реактивів фірми «Філісіт-Діагностика»

	7
	Холестерол
	Сироватка крові
	Набір реактивів фірми «Філісіт-Діагностика»

	8
	Ліпопротеїни низької та дуже низької щільності
	Сироватка крові
	Кайдашев І.П. та співавт. (2003)

	9
	Триацилгліцероли
	Сироватка крові
	Набір реактивів фірми «Філісіт-Діагностика»


2.4.1. Визначення концентрації ТБК-реактантів [72]. Принцип методу базується на здатності 2-тіобарбітурової кислоти (ТБК) утворювати стійкий забарвлений комплекс із малоновим діальдегідом та іншими проміжними оксопродуктами ПОЛ. Приріст концентрації ТБК-реактантів при 1,5-годинній інкубації тканин у прооксидантному фероаскорбатному буферному розчині дає інформацію про стан антиоксидантної системи. 

2.4.2. Визначення активності супероксиддисмутази. Визначення активності супероксиддисмутази (СОД) проводили за методом О.С. Брусова і співавт. [72]. Принцип методу полягає в тому, що СОД інгібує автоокиснення адреналіну. За різницею швидкості реакції без додавання біологічного матеріалу та з його додаванням обчислюють активність ферменту. 

2.4.3. Визначення активності каталази. В основі методу знаходиться здатність каталази, що міститься в біоматеріалі, розкладати пероксид водню [72]. Кількість пероксиду водню, що залишився в пробі, визначають титруванням 0.1 н розчином калію перманганату. 

2.4.4. Визначення концентрації церулоплазміну у сироватці крові. Принцип методу оснований на окисненні п-фенілендіаміну, яке відбувається за участю церулоплазміну [72]. Ферментативна реакція зупиняється додаванням фториду натрію. За оптичною густиною продуктів, що утворюються, визначають концентрацію церулоплазміну у дослідній пробі.

2.4.5. Визначення продукції супероксидного аніон-радикалу. Утворення супероксидного аніон-радикала оцінювали при проведенні тесту з нітросинім тетразолієм (НСТ) у модифікації О.І. Цебржинського [98]. Оцінювали продукцію супероксиду в гомогенаті тканин аорти з такими індукторами: НАДH – для оцінки продукції супероксидного аніон-радикала мітохондріальним електронно-транспортним ланцюгом (ЕТЛ) та НАДФH – для оцінки його генерації мікросомальним ЕТЛ та NOS.

2.4.6. Визначення концентрації глюкози. Вміст глюкози у сироватці крові визначали глюкозооксидазним методом за допомогою набору реактивів фірми «Філісіт-Діагностика» (Україна, м. Дніпропетровськ). Глюкоза в присутності ферменту глюкооксидази, окиснюється до глюконової кислоти та перекису водню. Останній, під дією пероксидази, реагує з фенолом і амінофеназоном з утворенням забарвленого хіноніміну, який визначають фотометрично. 

2.4.7. Визначення загального холестеролу. Вміст холестеролу у сироватці крові визначали ферментативним методом за допомогою набору реактивів фірми «Філісіт-Діагностика» (Україна, м. Дніпропетровськ). Етерифікований холестерол, під впливом холестеролестерази, розкладається до вільного холестеролу та жирних кислот. Холестерол, під впливом холестеролоксидази, в присутності кисню, окиснюється в Δ-4-холестенон з утворенням молекул пероксиду водню. Останній, вступає в реакцію з 4-амінофеназоном та фенолом з утворенням забарвленого хіноніміну. Інтенсивність забарвлення пропорційна концентрації загального холестеролу.

2.4.8. Визначення концентрації ліпопротеїнів низької та дуже низької щільності за Клімовим [72]. Атерогенні ліпопротеїни при взаємодії з гепарином та хлоридом кальцію у розчині, утворюють нерозчинні комплекси, що розсіюють світло пропорційно кількості утворених комплексів. Вимірюючи ступінь розсіювання світла можна визначити концентрацію ліпопротеїнів.

2.4.9. Визначення концентрації триацилгліцеролів. Вміст ТАГ у сироватці крові визначали ензиматичним колориметричним методом за допомогою набору реактивів фірми «Філісіт-Діагностика» (Україна, м. Дніпропетровськ) за концентрацією хіноніміну.

2.5. Методика оцінки системної чутливості до інсуліну 

Системну чутливість до інсуліну оцінювали за змінами вмісту глюкози в крові через 60 хв після підшкірного введення інсуліну («Актрапід НМ» виробництва фірми «Novo Nordisk», Данія), в дозі 0,2 МО на 1 кг маси тварини (підшкірний інсуліновий тест, ПІТ) [48]. 
2.6. Методи проведення досліджень гемостазу
Забір та стабілізацію крові для коагулогічних досліджень проводили за стандартною методикою [72]. Досліджували показники коагуляційного гемостазу – протромбіновий час, активований парціальний тромбопластиновий час, тромбіновий час та фібринолітичну активність плазми крові (табл. 2.5). 

Таблиця 2.3

Методи дослідження гемостазу
	№
	Параметр, що вивчається
	Об’єкт
	Літературні джерела

	1
	Протромбіновий час
	Плазма крові
	Кайдашев І.П. та співавт. (2003)

	2
	Активований парціальний тромбопластиновий час
	Плазма крові
	Баркаган З.С., Момот А.П. (2008)

	3
	Тромбіновий час
	Плазма крові
	Кайдашев І.П. та співавт. (2003)

	4
	Фібринолітична активність плазми методом лізису еуглобулінів плазми
	Плазма крові
	Кайдашев І.П. та співавт. (2003)


2.6.1. Визначення протромбінового часу [72]. Плазма рекальцифікується в присутності тромбопластину. Швидкість утворення фібринового згустку визначається в основному рівнем протромбіну, при цьому максимально активується зовнішній шлях коагуляції. Результати цього тесту залежать від активності факторів протромбінового комплексу V, VII. ІХ, X і характеризують функціонування зовнішнього механізму гемокоагуляції.

2.6.2. Визначення активованого парціального тромбопластинового часу (АПТЧ) [6]. Визначається час згортання плазми крові в умовах стандартизированої контактної активації процесу коагуляції елаговою кислотою та фосфоліпідами (кефаліном), в присутності йонів кальцію. АПТЧ – високостандартизована коагуляційна проба, чутлива тільки до плазмових дефектів згортання, особливо до дефіциту в плазмі ХІІ, ХІ, ІХ і VIII факторів, а та надлишку антикоагулянтів. Характеризує внутрішній шлях згортання. 

2.6.3. Визначення тромбінового часу [72]. Внесення в досліджувану плазму розчину тромбіну супроводжується переходом фібриногену в фібрин з утворенням згустку. Характеризує кінцевий етап гемокоагуляції – утворення фібрину. 

2.6.4. Визначення фібринолітичної активності методом лізису еуглобулінів плазми крові [72]. Час розчинення згустку, встановлений по лізису еуглобулінової фракції, відображає фібринолітичну активність плазми, звільненої від інгібіторів.

2.7. Статистична обробка результатів експерименту

Отримані дані піддавали статистичній обробці [20,84]. Для перевірки розподілу на нормальність було застосовано розрахунок критерію Шапіро-Вілка. Якщо дані відповідали нормальному розподілу, то для їх порівняння використовували t-критерій Ст'юдента, для незалежних вибірок. У випадку, коли ряди даних не підлягали нормальному розподілу, статистичну обробку здійснювали, використовуючи непараметричний метод – тест Мана-Вітні.

Для множинного порівняння застосовували поправку Бонфероні, а при розподілі, який відрізняється від нормального, – критерій Краскела-Уоліса.

Статистичні розрахунки проводили з використанням програм "Microsoft Excel 2007" та "StatisticSoft 6.0".
РОЗДІЛ 3

ЗМІНИ ОКИСНЮВАЛЬНИХ ПРОЦЕСІВ, ЛІПІДНОГО ТА ВУГЛЕВОДНОГО ОБМІНУ, ГЕМОКОАГУЛЯЦІЇ В ОРГАНІЗМІ ЩУРІВ ЗА УМОВ ВІДТВОРЕННЯ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО МЕТАБОЛІЧНОГО СИНДРОМУ

3.1. Зміни вільнорадикальних процесів та антиоксидантного захисту за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому
Дослідження останніх років показали, що одним з найважливіших патогенетичних факторів ЦД 2-го типу та МС є окиснювальний стрес [36,272]. У наш час накопичилася значна кількість даних, які вказують на те, що ВРО посилюється в міру розвитку стану ІР як в експериментальних умовах у тварин, так і у хворих з ознаками МС. Збільшення вмісту вторинних продуктів ПОЛ, у крові при експериментальній ІР було показано в роботах [15,36]. Підвищення рівня пероксидів ліпідів і МДА в плазмі крові хворих з ознаками ІР також наведено у великій кількості досліджень [16,34,56,57,76]. Виявлена лінійна кореляція між вмістом МДА та загальною кількістю ліпідів в плазмі, МДА і ТАГ [2]. При цьому, наголошується лінійна залежність між концентрацією МДА в стінці артерій і зростанням його вмісту в плазмі крові.

Повідомляється, що найбільша кількість МДА міститься в ЛПНЩ і, що із зростанням кількості МДА у ЛПНЩ і ЛПДНЩ збільшується ступінь атеросклеротичного ураження артерій. Окрім збільшення рівня продуктів ПОЛ у крові, виявлено збільшення концентрації цих сполук у стінці судин як у тварин, так і у людей. Активація ПОЛ за умов МС спостерігається також в тканинах печінки, пародонта та слинних залоз [36,60]. Так, в печінці сирійських хом’ячків-самців, при вживанні висококалорійної дієти, зростає рівень первинних та вторинних продуктів ПОЛ – дієнових кон’югатів та ТБК-активних продуктів [2]. 
Посилення ПОЛ може бути наслідком, з одного боку, активації систем, що призводять до пероксидації, а з іншого – пригнічення АО систем. У зв'язку з цим, потрібно відмітити, що за умов ліпотоксичності у кроликів, щурів, міні-свиней збільшується активність НАДФН-залежної ферментної системи ПОЛ в мікросомах печінки [2].
З іншого боку, показано, що розвиток ліпотоксичності і ІР супроводжується зменшенням активності ферментів, що захищають від активації і розвитку процесу ПОЛ, а також від шкідливої дії продуктів ПОЛ в крові, печінці та стінці судин тварин і людей. Проте дані щодо змін активності ряду АО ферментів (СОД, каталази, глутатіонпероксидази) є досить суперечливими [36].

За нашими даними, концентрація вторинних продуктів ПОЛ – ТБК-активних сполук – у крові інтактних щурів до та після 1.5-годинної інкубації у прооксидантному фероаскорбатному буферному розчині (таблиця 3.1) складає відповідно – 11.54±0.90 та 27.41±2.10 мкмоль/л. Приріст концентрації ТБК-активних сполук за час інкубації – 15.87±1.23 мкмоль/л.
Таблиця 3.1

Зміни концентрації ТБК-реактантів у крові білих щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому
(M+m, n=10)

	Концентрація ТБК-реактантів, мкмоль/л
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	1
	2
	3

	До інкубації
	11.54±0.90
	18.27±0.59 *

	Після інкубації
	27.41±2.10
	43.27±2.01 *

	Приріст
	15.87±1.23
	25.00±1.44 *


Примітка (у табл. 3.1-3.7): * – р<0,05 у порівнянні з даними інтактних щурів. 
Відтворення МС супроводжується суттєвими змінами показників ПОЛ. Так, концентрація ТБК-активних сполук у крові зростає до інкубації – до 18.27±0.59 мкмоль/л, після інкубації – до 43.27±2.01 мкмоль/л, що перевищує дані інтактної групи відповідно на 58.3% (p<0.001) та 57.9% (p<0.001). Активація процесу пероксидації може бути пов’язана як зі збільшенням утворення АФК, так і з розладами АО системи.

Так, за нашими даними, приріст концентрації ТБК-активних сполук за час 1.5-годинної інкубації крові у фероаскорбатному буферному розчині також збільшується – до 25.00±1.44 мкмоль/л, тобто на 57.5% (p<0.01) у порівнянні з результатом першої серії, що вказує на суттєве зменшення АО потенціалу.

Порушення АО захисту в організмі щурів за умов експериментального МС підтверджується також змінами активності АО ферментів у сироватці крові (таблиця 3.2). 

Таблиця 3.2

Показники антиоксидантного захисту в крові щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 
(M+m, n=10)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	1
	2
	3

	Активність СОД, од. акт.
	1.97±0.09
	1.36±0.15 *

	Каталазне число
	1.77±0.12
	1.16±0.16 *

	Церулоплазмін, мг/л
	253.8±30.3
	353.5±23.9 *


Так, активність СОД зменшується з 1.97±0.09 од. акт. до 1.36±0.15 од. акт., тобто на 31.0% (p<0.01) у порівнянні з даними першої серії. Каталазне число знижується з 1.77±0.12 до 1.16±0.16, тобто на 34.5% (p<0.02).

У той же час, концентрація церулоплазміну в сироватці крові при моделюванні МС суттєво збільшується – з 253.8±30.3 мг/л до 353.5±23.9 мг/л, тобто на 39.3% (p<0.05) у порівнянні з результатом інтактної групи.

Відомо, що церулоплазмін (блакитна ферооксидаза, КФ 1.16.3.1) каталізує окиснення двовалентного заліза у трьохвалентне: Fe+2 + 4H+ + 2O2 = Fe+3 + 2H2O, окиснює поліаміни, поліфеноли, аскорбінову кислоту та транспортує мідь [17,58]. Фермент містить 6-8 йонів міді трьох типів, які відрізняються лігандним оточенням. 
АО властивості церулоплазміну пов’язані з супероксиддисмутазною активністю та зі здатністю окиснення прооксидантних чинників (йона двовалентного заліза, що гальмує реакцію Фентона). В свою чергу трьохвалентне залізо зв’язується з трансферином и транспортується в клітини. Крім того, церулоплазмін конкурує з киснем за електрон, зв’язуючи його залишком гістидину. 

Церулоплазмін продукується печінкою в плазму крові як реактант гострої фази запалення. Збільшення концентрації церулоплазміну сприяє посиленому утворенню жирової тканини і розглядається як ознака системної запальної відповіді та компонент МС [58,188,245].

Примітно, що за умов експериментального МС значно підвищується продукція супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів (таблиця 3.3).
Таблиця 3.3

Зміни продукції супероксидного аніон-радикала у гомогенаті аорти білих щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 
(M+m, n=10)

	Продукція супероксидного аніон-радикала, нмоль/г·с
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	1
	2
	3

	Загальний фон
	0.69±0.04
	1.11±0.04 *


Продовження таблиці 3.3

	1
	2
	3

	НАДФН-залежні ЕТЛ (мікросомальний і NOS)
	8.93±0.54
	11.87±0.33 *

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	11.73±0.81
	17.73±0.45 *


За результатами контрольної серії, у клітинах аорти інтактних тварин загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала складає 0.69±0.04 нмоль/г·с. У виробленні цієї АФК беруть участь НАДФН-залежні ЕТЛ (мікросомальні і NOS), які генерують 8.93±0.54 нмоль/г·с, а також НАДН-залежний (мітохондріальний) ЕТЛ, який продукує 11.73±0.81 нмоль/г·с супероксидного аніон-радикала. 
За умов моделювання МС продукція супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти значно збільшується. Так, загальний фон його продукції підвищується – до 1.11±0.04 нмоль/г·с, тобто на 60.9% (p<0.001) у порівнянні з результатом першої серії. Генерація супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ (мікросомальним і NOS) зростає – до 11.87±0.33 нмоль/г·с, тобто на 32.9% (p<0.01), а мітохондріальним ЕТЛ – до 17.73±0.45 нмоль/г·с, тобто на 51.2% (p<0.001) у порівнянні з даними інтактної групи.

Ці зміни узгоджуються з наведеними раніше даними про активацію процесів ПОЛ у крові. Спрямованість зрушень у крові і аорті співпадає, що свідчить про системний характер змін вільнорадикальних реакцій в організмі тварин за умов експериментального МС.

Таким чином, 

1) відтворення МС супроводжується істотною активацією пероксидного окиснення ліпідів, що носить декомпенсований характер, із значним зниженням активності в сироватці крові АО ферментів (супероксиддисмутази, каталази);

2) призначення білим щурам фруктози з питною водою (20% розчину) та їхнє знаходження на вуглеводно-жировій дієті протягом двох місяців супроводжується суттєвим збільшення вмісту в сироватці крові реактанту гострої фази запалення – церулоплазміну, що свідчить про розвиток системної запальної відповіді як компонента МС; 

3) відтворення МС супроводжується істотною активацією продукції супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними (мікросомальним і NOS) і мітохондріальним ЕТЛ у клітинах аорти щурів.

3.2. Зміни показників вуглеводного та ліпідного обміну за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому

В останні роки показано, що розвиток МС пов’язаний з проатерогенними змінами метаболізму – гіперліпідемією, зокрема, гіпертриацилгліцеролемією, змінами показників метаболізму ліпопротеїнів у крові, зокрема, активацією переносу естерів холестеролу та печінкової ліпази, а також характерними змінами гормонального тла: наростанням вмісту інсуліну та резистентності до нього, прогресуючою гіперкортикостероїдемією [36]. Повідомляється, що гіперінсулінемія, здатна стимулювати синтез ЛПДНЩ у печінці, викликати суттєві кількісні та якісні зміни ліпопротеїнових молекул [44]. В той же час, метаболіти ТАГ і НЕЖК порушують механізми передачі інсулінового сигналу, інгібують окиснення, транспорт, фосфорилювання глюкози, синтез глікогену [44].
Отримані нами результати доводять адекватність експериментальної моделі МС, яку ми використовували.

Так, призначення лабораторним тваринам фруктози з питною водою у кількості 200 г/л та вуглеводно-жирової дієти протягом двох місяців супроводжується збільшенням концентрації глюкози у сироватці крові (таблиця 3.4) з 5.13±0.18 ммоль/л до 6.92±0.24 ммоль/л, тобто на 34.9% (p<0.001) у порівнянні з результатом першої серії. 
Таблиця 3.4

Показники підшкірного інсулінового тесту за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 
(M+m, n=10)

	Концентрація глюкози у сироватці крові, ммоль/л
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	1
	2
	3

	До введення інсуліну
	5.13±0.18
	6.92±0.24 *

	Через 60 хв після введення інсуліну
	2.62±0.15
	5.44±0.22 *

	Зниження
	2.51±0.05

(49.1±1.2%)
	1.49±0.05 *

(21.5±0.7%)


За даними підшкірного інсулінового тесту, вміст глюкози у сироватці крові інтактних щурів через 60 хв після введення інсуліну, в дозі 0.2 МО/кг маси тварини, зменшується до 2.62±0.15 ммоль/л, тобто, на 2.51±0.05 ммоль/л, що складає 49.1±1.2%.
При проведенні підшкірного інсулінового тесту у щурів, які отримували фруктозу з питною водою (20% розчину) та перебували на вуглеводно-жировому раціоні протягом двох місяців, вміст глюкози у сироватці крові через 60 хв після введення інсуліну, в дозі 0,2 МО/кг, зменшується до 5.44±0.22 ммоль/л, тобто на 1.49±0.05 ммоль/л, що складає 21.5±0.7%.

Таким чином, зниження концентрації глюкози у сироватці крові за умов МС поступається такому у інтактних тварин на 40.6% (p<0.001), що свідчить про розвиток ІР.

При проведенні оцінки показників ліпідного спектру сироватки крові у щурів з експериментальним МС (таблиця 3.5) звертає на себе увагу відсутність істотних змін концентрації холестеролу. Проте вміст ЛПНЩ і ЛПДНЩ значно підвищується – з 2.48±0.15 г/л до 3.27±0.14 г/л, тобто на 31.9% (p<0.01) у порівнянні з результатом контрольної серії. 
Таблиця 3.5

Показники ліпідного спектру крові щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 
(M+m, n=10)
	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	1
	2
	3

	Холестерол, ммоль/л
	1.88±0.24
	2.36±0.22

	ЛПНЩ і ЛПДНЩ, г/л
	2.48±0.15
	3.27±0.14 *

	ТАГ, ммоль/л
	0.67±0.06
	1.77±0.15 *


Концентрація ТАГ також суттєво зростає – з 0.67±0.06 ммоль/л до 1.77±0.15 ммоль/л, тобто у 2.6 рази (p<0.001) у порівнянні з даними першої серії.

Використання запропонованої нами моделі МС супроводжується також збільшенням маси абдомінального жиру – в 2.3 рази (p<0.001) – з 1.27±0.08 г у інтактних тварин до 2.86±0.09 г (таблиця 3.6).

Таблиця 3.6

Маса абдомінального жиру у щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому
(M+m, n=10)
	Показник
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	Маса абдомінального жиру, г
	1.27±0.08
	2.86±0.09 *


Таким чином, призначення білим щурам фруктози з питною водою (20% розчину) та їхнє знаходження на вуглеводно-жировій дієті протягом двох місяців супроводжується суттєвими розладами ліпідного та вуглеводного метаболізму, що виявляються розвитком гіперглікемії, ІР, дисліпопротеїнемії, гіпертриацилгліцеролемії, підвищенням маси абдомінального жиру, що є ознаками МС.

3.3. Зміни показників гемокоагуляції за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому

Дослідження останніх років підтверджують наявність певного патогенетичного зв’язку як між традиційними компонентами МС (артеріальною гіпертензією, ІР, ожирінням, дисліпідемією, окиснювальним стресом та хронічним субклінічним запаленням), так із порушеннями системи гемостазу [2,9,39,74,129].
Найбільш виражений взаємозв'язок встановлений між агрегаційною активністю тромбоцитів і вмістом загального холестеролу, холестеролу ЛПНЩ, рівнем інсуліну натще та С-пептиду [39,77]. 
Показано, що при хронічній гіперглікемії зростає швидкість неферментативного глікозилювання рецепторів на поверхні тромбоцитів, що сприяє інтенсифікації процесів згортання крові та пригніченні механізмів фібринолізу [74,210]. 
У хворих з МС виявляється підвищений вміст розчинних фібрин-мономерних комплексів у крові, підвищення індукованої та спонтанної агрегації тромбоцитів, вмісту фібриногену, активності фактора Віллебранда, PAI-1, що призводить до порушення рівноваги між протромботичною і фібринолітичною властивостями крові [76] та веде до посилення тромбогенного потенціалу плазми, обумовлюючи високу частоту судинних катастроф різної локалізації. Збільшення тромбогенної загрози у хворих з МС пов'язують з гіперагрегацією тромбоцитів у результаті впливу комплексу обмінних порушень і гемодинамічних чинників, гіперкоагуляції - внаслідок підвищення рівня фібриногену та активності факторів згортання крові, а також з гіпофібринолізом [21, 64,69].
Нами досліджено за умов відтворення МС показники коагуляційного гемостазу – протромбіновий час (характеризує зовнішній шлях згортання крові), активований парціальний тромбопластиновий час (характеризує внутрішній шлях коагуляції), тромбіновий час (характеризує кінцевий етап гемокоагуляції – утворення фібрину) та фібринолітичну активність плазми крові (таблиця 3.7). 

Відтворення МС супроводжується суттєвим зменшенням протромбінового часу – з 19.2±0.5 с до 14.0±0.5 с, тобто на 27.1% (p<0.001) у порівнянні з результатом контрольної серії. 

Активований парціальний тромбопластиновий час за цих умов також знижується – з 48.2±1.7 с до 35.7±1.4 с, тобто на, тобто на 25.9% (p<0.001) у порівнянні з даними першої серії. 

Тромбіновий час скорочується – з 52.8±2.2 с до 37.9±2.0 с – на 28.2% (p<0.01) у порівнянні з результатом контрольної серії. 

Таблиця 3.7

Зміни показників гемокоагуляції за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 
(M+m, n=10)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	Протромбіновий час, с
	19.2±0.5
	14.0±0.5 *

	Активований парціальний тромбопластиновий час, с
	48.2±1.7
	35.7±1.4 *

	Тромбіновий час, с
	52.8±2.2
	37.9±2.0 *

	Фібринолітична активність плазми методом лізису еуглобулінів плазми, хв
	162.8±5.7
	187.2±4.5 *


Час розчинення згустку, встановлений за лізисом еуглобулінової фракції, змінюється з 162.8±5.7 хв до 187.2±4.5 хв, тобто, подовжується на 15.0% (р<0.01).

Таким чином, відтворення МС призводить до істотних порушень процесу згортання крові: розвитку гіперкоагуляції за зовнішнім і внутрішнім шляхами, прискорення кінцевого етапу гемокоагуляції (утворення фібрину) та пригнічення фібринолізу. 
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РОЛЬ ІЗОФОРМ NO-СИНТАЗ У ПАТОГЕНЕЗІ ПОРУШЕНЬ ОКИСНЮВАЛЬНИХ ПРОЦЕСІВ, ЛІПІДНОГО ТА ВУГЛЕВОДНОГО ОБМІНУ, ГЕМОКОАГУЛЯЦІЇ В ОРГАНІЗМІ ЩУРІВ ЗА УМОВ ВІДТВОРЕННЯ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО МЕТАБОЛІЧНОГО СИНДРОМУ

4.1. Вплив інгібіторів NO-синтаз на стан вільнорадикальних процесів та антиоксидантного захисту за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому
АФК, у тому числі і вільні радикали, відіграють важливу роль у багатьох фізіологічних реакціях, що відбуваються в клітині – від регуляції кров'яного тиску, за що відповідальний NO, до участі в лізисі мікроорганізмів фагоцитами (супероксидний аніон-радикал, гіпохлорид, синглетний кисень) та забезпеченні внутрішньо- та міжклітинних комунікацій [18,28-30]. Негативний ефект АФК може бути реалізований ними як безпосередньо, так і проміжними або кінцевими продуктами радикальних реакцій, ініційованих вільними радикалами [82]. Продукти ПОЛ здатні викликати порушення синтезу білків, зміну судинної проникності і характеру запальної реакції. Особливо небезпечні пошкодження ДНК, що виникають у ході радикальних процесів, оскільки вони нерідко викликають невідновлювальні дефекти геному. Агресія вільних радикалів по відношенню до білків призводить до зміни фізико-хімічних властивостей останніх. Патогенна дія АФК була б набагато більш значною, якби в організмі не існувало своєрідної противаги ВРО у вигляді АО системи.

Стаціонарні концентрації NO в межах 10-100 нмоль, що продукуються in vivo NOS, вважаються безпечними. При таких показниках СОД здатна ефективно регулювати рівень NO у клітинах. У випадках активації iNOS у макрофагах концентрація NO може досягати 10 мкмоль [83]. Гіперпродукція NO, зазвичай, обумовлена експресією iNOS (рідше сNOS) під дією ендо- та екзотоксинів, медіаторів запалення і активаторів ВРО, що активують NF-κB, який, в свою чергу, знову індукує синтез iNOS. 

Проте NOS здатна контролювати біосинтез IL-4, -11, -13, які належать до інгібіторів запальної реакції. Тому, NO вважається «справжнім» регулятором запалення та окиснювального стресу. При цьому, NO може виявляти і АО властивості (завдяки зв'язуванню вільних йонів заліза з утворенням нітрозильних комплексів [22,106], взаємодії з алкілпероксильними й аллоксильними радикалами, нітрозилювання гему та відновлення оксоферилформ гемопротеїдів [27]).

Проте з надлишком NO пов’язують пригнічення низки залізовмісних білків, до яких належать дихальні ферменти мітохондрій, пригнічення проліферації клітин. У реакції з супероксидним аніон-радикалом NO утворює токсичний пероксинітрит, що вважається потужною прооксидантною сполукою [226,261].

Обмеження гіперпродукції NO в організмі здійснюється за принципом зворотного негативного зв'язку. NO може прямо пригнічувати експресію гена iNOS, за рахунок попередження активації NF-κB та пригнічення його зв'язування з ДНК. 
В останні роки показано негативний зворотний зв'язок між активністю nNOS і NF-κB [236].
Нами досліджено вплив інгібіторів NOS на зміни концентрації вторинних продуктів ПОЛ – ТБК-реактантів – у крові білих щурів за умов відтворення МС (таблиця 4.1).

Призначення селективного інгібітора nNOS 7-NI за умов моделювання МС підвищує концентрацію ТБК-активних сполук – до 20.67±0.59 мкмоль/л (на 13.1%, p<0.05) у порівнянні з результатом другої серії. 

У той же час, приріст концентрації ТБК-активних сполук протягом інкубації крові у прооксидантному фероаскорбатному буферному розчині достовірно не відрізняється від результату другої серії. 
Одержані результати свідчать, що за умов експерименту функціональна активність nNOS спрямована на обмеження реакцій ПОЛ в організмі, що, вочевидь, може бути пов’язано з сигнальними властивостями низьких (піко- та наномолярних) концентрацій NO, які виробляються за участю nNOS.
Таблиця 4.1
Вплив інгібіторів NO-синтаз на зміни концентрації ТБК-активних сполук у крові білих щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому (M+m, n=20)
	Концентрація ТБК-активних сполук, мкмоль/л
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	7-NI
	+ аміногуанідин

	До інкубації
	11.54±0.90
	18.27±0.59 *
	20.67±
0.59 */**
	13.94±1.18 **

	Після інкубації
	27.41±2.10
	43.27±2.01 *
	47.60±1.77 *
	31.73±2.78 **

	Приріст
	15.87±1.23
	25.00±1.44 *
	26.92±1.18 *
	17.79±1.63 **


Примітка (у табл. 4.1-4.7): * – р<0,05 у порівнянні з даними інтактних щурів, ** – р<0,05 у порівнянні з даними другої серії. 

Введення селективного інгібітора іNOS аміногуанідину за умов експериментального МС суттєво зменшує концентрацію ТБК-активних сполук до інкубації крові – до 13.94±1.18 мкмоль/л (на 23.7%, p<0.02), після інкубації – до 31.73±2.78 мкмоль/л (на 26.7%, p<0.01) у порівнянні з результатом другої серії. 

Приріст концентрації ТБК-активних продуктів за час інкубації у прооксидантному фероаскорбатному буферному розчині за цих умов також значно зменшується – до 17.79±1.63 мкмоль/л, тобто на 28.8% (p<0.02) у порівнянні з даними другої серії. Такі зміни цього показника свідчать про певне підвищення АО потенціалу.

У таблиці 4.2 наведено дані щодо впливу інгібіторів NOS на показники антиоксидантного захисту в крові щурів за умов відтворення МС.

Введення 7-NI за умов експерименту достовірно не позначається на активності СОД, проте збільшує каталазне число –до 1.67±0.14, тобто на 44.0% (p<0.05) у порівнянні з даними другої серії. 

Таблиця 4.2
Вплив інгібіторів NO-синтаз на показники антиоксидантного захисту в крові щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому (M+m, n=20)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	7-NI
	+ аміногуанідин

	СОД, од. акт.
	1.97±0.09
	1.36±0.15 *
	1.72±0.13
	1.81±0.07 **

	Каталазне число
	1.77±0.12
	1.16±0.16 *
	1.67±0.14 **
	1.70±0.14 **

	Церулоплазмін,
мг/л
	253.8±30.3
	353.5±23.9 *
	213.5±22.9 **
	206.5±18.9 **


За цих умов відмічається значне зменшення концентрації церулоплазміну в сироватці крові – до 213.5±22.9 мг/л, тобто на 39.6% (p<0.01) у порівнянні з результатом другої серії. 

Призначення аміногуанідину за умов відтворення МС істотно підвищує активність СОД та каталазне число – відповідно до 1.81±0.07 од. акт. та 1.70±0.14, що на 33.1% (p<0.05) та 46.6% (p<0.05) перевищує величини другої серії. У ході експерименту, при застосуванні аміногуанідину, також виявляється зниження концентрації церулоплазміну в сироватці крові – до 206.5±18.9 мг/л, тобто на 41.6% (p<0.01) у порівнянні з результатом другої серії. 

Звертає на себе увагу, що інгібітори NOS за умов експериментального МС суттєво впливають на вироблення супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів (таблиця 4.3).

Таблиця 4.3

Вплив інгібіторів NO-синтаз на зміни продукції супероксидного аніон-радикала у гомогенаті аорти білих щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому (M+m, n=20)

	Продукція супероксидного аніон-радикала, нмоль/г·с
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	7-NI
	+аміногуанідин

	1
	2
	3
	4
	5

	Загальний фон
	0.69±0.04
	1.11±0.04 *
	1.24±
0.02*/**
	0.91±0.04 */**

	НАДФН-залежні ЕТЛ (мікросомальний і NOS)
	8.93±0.54
	11.87±0.33 *
	15.47±
0.33 */**
	11.07±0.45 *

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	11.73±0.81
	17.73±0.45 *
	22.00±
0.52 */**
	14.93±0.45 */**


Призначення 7-NI за цих умов істотно підвищує загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів – до 1.24±0.02 нмоль/г·с (на 11.7%, p<0.02), його генерацію НАДФН і НАДН-залежними ЕТЛ – відповідно до 15.47±0.33 нмоль/г·с (на 30.3%, p<0.001) та 22.00±0.52 нмоль/г·с (на 24.1%, p<0.001) у порівнянні з даними другої серії.

Застосування аміногуанідину за цих умов, навпаки, значно зменшує загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів – до 0.91±0.04 нмоль/г·с (на 18.0%, p<0.01) та його вироблення НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ – до 14.93±0.45 нмоль/г·с (на 15.8%, p<0.01) у порівнянні з результатами другої серії. Проте введення цього селективного інгібітора іNOS достовірно не позначається на продукції супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними ЕТЛ.

Таким чином,

1) функціональна активність nNOS за умов експериментального МС обмежує в організмі щурів активацію ПОЛ та різноспрямовано впливає на показники антиоксидантної системи крові, зменшує утворення супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів. Введення селективного інгібітора nNOS 7-NI за умов відтворення МС підвищує в крові концентрацію вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук), збільшує активність каталази, знижує вміст церулоплазміну, підвищує загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів та його генерацію НАДФН і НАДН-залежними ЕТЛ у порівнянні з даними другої серії;

2) функціональна активність іNOS за умов моделювання МС призводить до активації у крові білих щурів декомпенсованого ПОЛ, що супроводжується виснаженням АО потенціалу, зменшенням активності АО ферментів (СОД, каталази), сприяє підвищенню вмісту церулоплазміну, збільшує утворення супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів. Введення селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов відтворення МС зменшує в крові концентрацію вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук) та їх приріст за час інкубації у прооксидантному буферному розчині, збільшує активність СОД і каталази, знижує вміст церулоплазміну, зменшує загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів та його генерацію НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ у порівнянні з даними другої серії.
4.2. Вплив інгібіторів NO-синтаз на показники вуглеводного та ліпідного обміну за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому

Найбільш дослідженою на сьогодні є роль eNOS у забезпеченні вуглеводного та ліпідного обміну в нормі та за умов ЕД [38,66,108]. Значення дефіциту eNOS у патогенезі метаболічних розладів при атеросклерозі та ЦД 2 типу підтверджено клінічно [11,63,102] та експериментально - на гризунах з нокаутом гена eNOS [177]. 

У той же час, показано, що дисліпідемія також здатна порушувати функціонування eNOS [125,177]. Так, гіперхолестеролемія призводить до зменшення продукції NO, що опосередковуються дією ендогенного інгібітора NOS асиметричного диметиларгініну [124,207,287]. Окиснені ЛПНЩ знижують рівень експресії гена еNОS, стимулюють підвищення активності аргінази, яка реципрокно регулює рівень NO в ендотеліоцитах шляхом конкуренції з еNOS за спільний субстрат (L-aргінін) [9,100,121,177,184,243]. Наслідком дисліпідемії є розлад сполучення L-аргініну та eNOS [113,281], що супроводжується перемиканням еNОS на продукцію поряд з NО супероксидного аніон-радикала [225,273].
Дефіцит у клітинах L-аргініну поряд з BH4 провокує, так зване, «роз'єднане» утворення супероксидного аніон-радикала як конститутивними, так і індуцибельною NOS [113,115,155, 225,273,281].
Значно у меншій мірі з’ясованою є роль nNOS у механізмах розладів вуглеводного та ліпідного обміну за умов атерогенезу, ЦД 2 типу та МС. Лише в останні роки з’явилися повідомлення про причетність дефектів nNOS до порушення інсулін-індукованого транспорту глюкози. Блокада убіквітин-протеасомної деградації цього ізоферменту або гіперекспресія nNOS поліпшує надходження глюкози і транслокацію GLUT-4 у культурах інсулінорезистентних міоцитів [208].

Виявлено, що за умов фізичної активності скелетні м’язи здорових осіб виявляють збільшення активності nNOS, у той час, як у хворих з ознаками ІР цей параметр не зазнає змін [192]. В останні роки з’явилися повідомлення, що відтворення ІР супроводжується зменшення каталітичної активності nNOS у інсулін-залежних органах. За цих умов порушується здатність інсуліну призводити до фосфорилювання nNOS у скелетних м’язах [175].
Показано, що у скелетних м’язах nNOS знаходиться у фосфорильованому стані та реагує підвищенням продукції NO у відповідь на надходження інсуліну [175]. Низькі концентрації NO у м’язах важливі для підтримки адекватного redox стану клітин [147].

Все ще залишається далеким від свого розв’язання питання про те, в якій мірі функціонування iNOS за умов МС має протективну дію, а в якій сприяє ураженню органів-мішеней, тому, що NO у залежності від концентрації, походження і характеру стимулів, що викликають його продукцію, може мати зовсім різний спектр дії [258]. 
Відомо, що експресія iNOS активується низкою чинників, здатних індукувати ІР, у тому числі глюкозою, за умов гіперглікемії [132,250] та вільними жирними кислотами [251], що опосередковуються, головним чином, через активацію NF-κB [258]. 

Таким чином, викликає інтерес дослідження впливу селективних інгібіторів nNOS та iNOS на показники вуглеводного та ліпідного обміну в організмі щурів за умов відтворення МС.

Призначення 7-NI та аміногуанідину за цих умов істотно не позначається на величині концентрації глюкози у сироватці крові щурів у порівнянні з даними другої серії (таблиця 4.4). 
Проте за даними підшкірного інсулінового тесту, вміст глюкози у сироватці крові у щурів, яким відтворювали МС та вводили селективний інгібітор nNOS 7-NI, через 60 хв після введення інсуліну, в дозі 0.2 МО/кг маси тварини, концентрації глюкози зменшується до 5.54±0.26 ммоль/л, тобто на 0.97±0.19 ммоль/л, що складає 14.7±2.4%. Це на 31.6% (p<0.05) поступається даним другої серії, що вказує на погіршення чутливості тканин до інсуліну.

Концентрація глюкози у сироватці крові у щурів, яким відтворювали МС та вводили селективний інгібітор iNOS аміногуанідин, через 60 хв після введення інсуліну, в дозі 0.2 МО/кг маси тварини, зменшується до 3.95±0.33 ммоль/л, тобто на 2.67±0.10 ммоль/л, що складає 40.6±1.6%. Це на 88.8% (p<0.001) перевищує результат другої серії, що свідчить про істотне покращення чутливості тканин до інсуліну.

Таблиця 4.4
Вплив інгібіторів NO-синтаз на показники підшкірного інсулінового тесту за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому

(M+m, n=20)

	Концентрація глюкози у сироватці крові, ммоль/л
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	7-NI
	+ аміно-гуанідин

	1
	2
	3
	4
	5

	До введення інсуліну
	5.13±0.18
	6.92±0.24 *
	6.51±0.35 *
	6.62±0.41 *

	Через 60 хв після введення інсуліну
	2.62±0.15
	5.44±0.22 *
	5.54±0.26 *
	3.95±

0.33 */**

	Зниження
	2.51±0.05

(49.1±1.2%)
	1.49±0.05 *

(21.5±0.7%)
	0.97±

0.19 */**

(14.7±2.4%)
	2.67±

0.10 **

(40.6±1.6%)


При оцінці впливу інгібіторів NOS на показники ліпідного спектру сироватки крові у щурів з експериментальним МС (таблиця 4.5) звертає на себе увагу відсутність істотних відмінностей у концентрації холестеролу при введенні як 7-NI, так і аміногуанідину у порівнянні з даними другої серії.

Введення 7-NI за умов експерименту не супроводжується істотними відмінностями сумарного вмісту ЛПНЩ і ЛПДНЩ та концентрації ТАГ у сироватці крові щурів у порівнянні з відповідними результатами другої серії.

У той же час, застосування аміногуанідину знижує у сироватці крові вміст ЛПНЩ і ЛПДНЩ – до 2.55±0.17 г/л, а концентрацію ТАГ – до 0.99±0.14 ммоль/л, тобто відповідно на 22.0% (p<0.02) та 44.1% (p<0.01) у порівнянні з даними другої серії.
Таблиця 4.5

Вплив інгібіторів NO-синтаз на показники ліпідного спектру крові щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому

(M+m, n=20)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	7-NI
	+ аміно-гуанідин

	Холестерол, ммоль/л
	1.88±0.24
	2.36±0.22
	2.46±0.16
	1.93±0.17

	ЛПНЩ і ЛПДНЩ, г/л
	2.48±0.15
	3.27±0.14 *
	3.32±0.21 *
	2.55±0.17 **

	ТАГ, ммоль/л
	0.67±0.06
	1.77±0.15 *
	1.93±0.09 *
	0.99±0.14 **


Таким чином,

1) функціональна активність nNOS за умов експериментального МС обмежує в організмі щурів прояви ІР. Введення селективного інгібітора nNOS 7-NI за умов відтворення МС погіршує чутливість тканин до інсуліну;
2) функціональна активність іNOS за умов моделювання МС посилює ІР, збільшує прояви дисліпопротеїнемії та гіпертриацилгліцеролемії. Введення селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов відтворення МС покращує чутливість тканин до інсуліну, зменшує в сироватці крові сумарний вміст ЛПНЩ і ЛПДНЩ та концентрацію ТАГ у порівнянні з даними другої серії.

4.3. Вплив інгібіторів NO-синтаз на показники гемокоагуляції за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому

Незважаючи на розрізнені відомості, досі не існує чітких уявлень про клітинно-опосередкований вплив NO на механізми гемостазу. Так, вивчено і обґрунтовано інгібуючий вплив NO на агрегацію тромбоцитів, показана здатність цієї сполуки пригнічувати оборотну фазу АДФ-індукованої агрегації тромбоцитів та їх адгезію [1,186,247,278].

Проте залишається невирішеним питання, чому при атеросклерозі, ЦД та МС на тлі високого вмісту NO розвиваються порушення циркуляції крові, а також виявляються метаболічні розлади [78,234].
Примітно, що при знаходженні гризунів на безантиоксидантній дієті та за умов гіперхолестеролемії, при надлишковому утворенні NO (через нітрат- та нітритредуктазний механізм), виявляються гіперкоагуляційні зрушення, пригнічується фібриноліз. Надлишкова продукція NO обмежує ступінь характерних для гіперхолестеролемії гіперкоагуляційних зрушень за внутрішнім шляхом (обмеження скорочення активованого парціального тромбопластинового часу) та підсилює пригнічення утворення фібрину із фібриногену (що супроводжується подовженням тромбінового часу) [107]. Неселективне пригнічення NOS за умов відтворення холестеролового та пероксидного атероартеріосклерозу на тлі хронічної інтоксикації нітратом натрію (модель надлишкового утворення NO з екзогенного джерела) сприяє розвитку гіперкоагуляції за внутрішнім шляхом, а за умов моделювання пероксидного атероартеріосклерозу – прискоренню утворення фібрину із фібриногену. 

Таким чином, зміна функціонального стану NOS може по-різному впливати на гемокоагуляцію при наявності супутніх метаболічних розладів.

У таблиці 4.6 наведено дані щодо впливу інгібіторів NOS на показники гемокоагуляції за умов відтворення МС.

Таблиця 4.6

Вплив інгібіторів NO-синтаз на показники гемокоагуляції за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 
(M+m, n=20)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	7-NI
	+аміно-гуанідин

	Протромбіновий час, с
	19.2±0.5
	14.0±0.5 *
	10.2±0.3 */**
	18.3±1.4 **

	Активований парціальний тромбопластиновий час, с
	48.2±1.7
	35.7±1.4 *
	30.2±2.7 *
	41.3±2.3 *

	Тромбіновий час, с
	52.8±2.2
	37.9±2.0 *
	31.2±2.8 *
	47.6±2.4 **

	Фібринолітична активність плазми методом лізису еуглобулінів плазми, хв
	162.8±5.7
	187.2±4.5 *
	192.2±8.4 *
	170.6±4.7 **


Введення 7-NI за умов експерименту скорочує протромбіновий час – до 10.2±0.3 с, тобто на 27.1% (p<0.001) у порівнянні з даними другої серії. При цьому, відсутні достовірні зрушення активованого парціального тромбопластинового, тромбінового часу та фібринолітичної активності плазми у порівнянні з відповідними результатами другої серії.
Призначення аміногуанідину за наведених умов, навпаки, істотно збільшує протромбіновий час – до 18.3±1.4 с, тобто на 30.7% (p<0.05) у порівнянні з даними другої серії. Проте ця сполука істотно не впливає на величину активованого парціального тромбопластинового часу.

Застосування аміногуанідину за умов експерименту також збільшує тромбіновий час – до 47.6±2.4 с, тобто на 25.6% (p<0.02) у порівнянні з даними другої серії.

Призначення цього селективного інгібітора iNOS за умов моделювання МС достовірно обмежує час розчинення згустку, встановлений за лізисом еуглобулінової фракції, – до 170.6±4.7 хв, тобто на 8.9% (p<0.05) у порівнянні з результатом другої серії, що вказує на збільшення фібринолітичної активності плазми крові.
Таким чином,
1) функціональна активність nNOS за умов експериментального МС обмежує в організмі щурів ступінь гіперкоагуляційних зрушень за зовнішнім шляхом та істотно не впливає на механізми внутрішнього шляху гемокоагуляції, утворення фібрину та фібринолітичну активність плазми крові. Введення селективного інгібітора nNOS 7-NI за умов відтворення МС скорочує протромбіновий час, істотно не впливаючи на величини активованого парціального тромбопластинового, тромбінового часу та часу лізису еуглобулінової фракції у порівнянні з даними другої серії;

2) функціональна активність іNOS за умов моделювання МС сприяє розвитку гіперкоагуляційних зрушень, що супроводжується посиленням зовнішнього шляху згортання крові, його кінцевого етапу – утворення фібрину із фібриногену, порушенням фібринолітичної активності плазми крові без істотних змін внутрішнього шляху гемокоагуляції. Введення селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов відтворення МС подовжує протромбіновий, активований парціальний тромбопластиновий час та скорочує лізис еуглобулінової фракції у порівнянні з даними другої серії.

Матеріали цього розділу оприлюдненні в статтях і тезах:

1. NO- и пероксинитрит-зависимые изменения продукции супероксидного анион-радикала в органах крыс при экспериментальном метаболическом синдроме / В.А. Костенко А.Н. Елинская, Л.И. Ляшенко, Н.В. Соловьева, В.В. Талаш // Журнал Гродненского государственного медицинского университета. – 2014. – ( 2 (46). – C. 74–77. 
2. Талаш В.В. Роль ізоформ NO-синтаз та L-аргініну у механізмах порушень метаболізму та коагуляційного гемостазу за умов відтворення метаболічного синдрому / В.В. Талаш, В.О. Костенко // Актуальні проблеми сучасної медицини: Вісн. Української мед. стоматол. академії. – 2015. – Т. 15, (1. – C. 185–190.

3. NF-κB- та NO-залежні механізми метаболічних розладів при надмірному утворенні в організмі оксиду азоту / В.О. Костенко, Н.В. Соловйова, Л.І. Ляшенко, В.В. Талаш, А.М. Єлінська, Б.В. Сорокін, Д.О. Хміль, Б.О. Шаталін // VI конгрес патофізіологів України: мат. / Таврический медико-биол. вестн. – 2012. – Т. 15, № 3. – Ч. 2. – С. 342–343. 

4. NO-зависимые механизмы расстройств окислительного обмена при экспериментальном метаболическом синдроме / А.Н. Елинская, Л.И. Ляшенко, Н.В. Соловьева, В.В. Талаш // Фундаментальная наука и клиническая медицина – Человек и его здоровье: XVII Всерос. мед.-биол. конф. молодых исследователей (с международным участием): мат. (Санкт-Петербург, 19 апреля 2014 г.) [Фундаментальная наука и клиническая медицина. – 2014. – Т. XVII. – С. 149-150]. 
РОЗДІЛ 5

ВПЛИВ СУБСТРАТУ NOS НА СТАН ОКИСНЮВАЛЬНИХ ПРОЦЕСІВ, ЛІПІДНОГО ТА ВУГЛЕВОДНОГО ОБМІНУ, ГЕМОКОАГУЛЯЦІЇ В ОРГАНІЗМІ ЩУРІВ ЗА УМОВ ВІДТВОРЕННЯ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО МЕТАБОЛІЧНОГО СИНДРОМУ

5.1. Вплив L-аргініну на стан вільнорадикальних процесів та антиоксидантного захисту за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому
Аргінін (α-аміно-δ-гуанідино-валеріанова кислота) – діаміномоно-карбонова амінокислота, в молекулі якої, крім аміногрупи, є амідинова група (NH2 – C = NH). Молекулярна маса аргініну становить 174.3 г/моль; ця сполука має основні властивості (ізоелектрична точка при pH = 10.76) і утворює безбарвні кристали, розчинні у воді.
L-аргінін – це природний L-ізомер амінокислоти аргініну, необхідної для синтезу ряду білків. Аргінін міститься в багатьох рослинних і тваринних білках. 
Доведена важлива метаболічна роль L-аргініну як субстрату NOS і аргінази, попередника низки життєво важливих речовин (NO, орнітину, цитруліну, глутамату, глутаміну, глутатіону, γ-аміномасляної кислоти, креатину, поліамінів тощо) [90,213,270,279]. Окрім того, аргінін бере участь у формуванні активних ферментних центрів. 

Численними дослідженнями доведена здатність L-аргініну справляти регулюючий вплив на вільнорадикальні процеси у організмі ссавців [65,73,90,213,279].

З одного боку, дефіцит у клітинах L-аргініну поряд з BH4. провокує так зване «роз'єднане» утворення супероксидного аніон-радикала конститутивними та індуцибельною NOS. За цих умов має місце роз'єднання переносу електронів в оксигеназних ферментах і О2 стає єдиним акцептором електронів, що призводить до утворення супероксидного аніон-радикала [113,115,155]. Показано, що при зниженні концентрації L-аргініну нижче 100 мкмоль/л НАДФH-залежне окиснення у NOS не сполучається із синтезом NО, що збільшує утворення АФК.

Однією з точок докладання механізму дії L-аргініну вважається його АО активність, внаслідок якої знижується інтенсивність ПОЛ та ушкоджуюча дія вільних радикалів на клітини [65,73,90,213,279]. Примітно, що захисний вплив L-аргініну може бути обумовлений не тільки утворенням NO, але і АО та антирадикальними властивостями самої амінокислоти [96]. 

Нами досліджено вплив субстрату NOS L-аргініну на зміну концентрації вторинних продуктів ПОЛ – ТБК-реактантів – у крові білих щурів за умов відтворення МС (таблиця 5.1).

Таблиця 5.1

Вплив L-аргініну на зміни концентрації ТБК-активних сполук у крові білих щурів за умов відтворення експериментального  метаболічного синдрому (M+m, n=15)

	Концентрація ТБК-активних сполук, мкмоль/л
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ L-аргінін

	До інкубації
	11.54±0.90
	18.27±0.59 *
	15.39±0.59 */**

	Після інкубації
	27.41±2.10
	43.27±2.01 *
	35.58±1.18 */**

	Приріст
	15.87±1.23
	25.00±1.44 *
	20.19±0.59 */**


Примітка (у табл. 5.1-5.7): * – р<0,05 у порівнянні з даними інтактних щурів, ** – р<0,05 у порівнянні з даними другої серії. 

Введення L-аргініну за умов експериментального МС істотно зменшує концентрацію ТБК-активних сполук до інкубації крові – до 15.39±0.59 мкмоль/л (на 15.8%, p<0.01), після інкубації – до 35.58±1.18 мкмоль/л (на 17.8%, p<0.02) у порівнянні з результатом другої серії. 
Приріст концентрації ТБК-активних продуктів за час інкубації у прооксидантному фероаскорбатному буферному розчині за цих умов також значно зменшується – до 20.19±0.59 мкмоль/л, тобто на 19.2% (p<0.02) у порівнянні з даними другої серії. Такі зміни цього показника свідчать про певне підвищення АО потенціалу.

У таблиці 5.2 наведено дані щодо впливу L-аргініну на показники антиоксидантного захисту в крові щурів за умов відтворення МС.

Таблиця 5.2

Вплив L-аргініну на показники антиоксидантного захисту в крові щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому
(M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ L-аргінін

	СОД, од. акт.
	1.97±0.09
	1.36±0.15 *
	1.68 ±0.21

	Каталазне число
	1.77±0.12
	1.16±0.16 *
	1.43±0.19

	Церулоплазмін, мг/л
	253.8±30.3
	353.5±23.9 *
	301.0±31.0


Призначення L-аргініну за умов відтворення МС істотно не позначається на активності СОД, каталазному числі та концентрації церулоплазміну в сироватці крові у порівнянні з даними другої серії. Проте за цих умов відсутніми є достовірні зміни цих величин у порівнянні з даними першої серії. 
Звертає на себе увагу, що L-аргінін за умов експериментального МС суттєво не впливає на вироблення супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів у порівнянні з даними другої серії (таблиця 5.3).
Таблиця 5.3

Вплив L-аргініну на зміни продукції супероксидного аніон-радикала у гомогенаті аорти білих щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому (M+m, n=15)

	Продукція супероксидного аніон-радикала, нмоль/г·с
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ L-аргінін

	Загальний фон
	0.69±0.04
	1.11±0.04 *
	1.04±0.03 *

	НАДФН-залежні ЕТЛ (мікросомальний і NOS)
	8.93±0.54
	11.87±0.33 *
	10.80±0.39 *

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	11.73±0.81
	17.73±0.45 *
	17.07±0.54 *


Таким чином, введення L-аргініну за умов відтворення МС зменшує в крові концентрацію вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук) та їх приріст за час інкубації у прооксидантному буферному розчині, запобігає суттєвим зрушенням АО ферментів (СОД, каталази) та вмісту церулоплазміну. Проте істотно не позначається на продукції супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів у порівнянні з даними другої серії.

5.2. Вплив L-аргініну на показники вуглеводного та ліпідного обміну за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому

В останні роки на підставі проведення експериментальних досліджень було показано, що введення L-аргініну на тлі стрептозотоцин-індукованої гіперглікемії викликає зниження концентрації глюкози у крові, менш інтенсивне накопичення у ній глікозильованого гемоглобіну [80,97]. Механізми таких змін залишаються не з’ясованими. Припускається, що така дія L-аргініну пов’язана з гальмуванням окисного (NO-синтазного) шляху обміну ендогенного L-аргініну та з посиленням активності неокисного (аргіназного) шляху його метаболізму [80].

Інші науковці позитивну дію L-аргініну на стан вуглеводного та ліпідного обміну, навпаки, відносять на рахунок покращення функціональної активності NOS та корекції ЕД [65,67,248].
Здатність L-аргініну знижувати рівень ТАГ у пацієнтів з гіперхолестеролемією доведена у багатоцентрових рандомізованих дослідженнях [248]. Показано, що окиснений холестерол ЛПНЩ підвищує експресію аргінази та знижує рівень eNOS у ендотеліоцитах, що призводить до зменшення продукції NO та провокує утворення супероксидного аніон-радикала конститутивними та індуцибельною NOS [113,115,155]. Призначення L-аргініну покращує ендотеліальну функцію та знижує окиснення ЛПНЩ [283]. 
Таким чином, викликає інтерес дослідження впливу L-аргініну на показники вуглеводного та ліпідного обміну в організмі щурів за умов відтворення МС.

Призначення L-аргініну за цих умов істотно не позначається на величині концентрації глюкози у сироватці крові щурів у порівнянні з даними другої серії (таблиця 5.4).
Таблиця 5.4

Вплив L-аргініну на показники підшкірного інсулінового тесту за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому

(M+m, n=15)

	Концентрація глюкози у сироватці крові, ммоль/л
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ L-аргінін

	1
	2
	3
	4


Продовження таблиці 5.4
	1
	2
	3
	4

	До введення інсуліну 
	5.13±0.18
	6.92±0.24 *
	6.72±0.38 *

	Через 60 хв після введення інсуліну
	2.62±0.15
	5.44±0.22 *
	3.79±0.96

	Зниження
	2.51±0.05 (49.1±1.2%)
	1.49±0.05 *

(21.5±0.7%)
	2.92±1.15

(41.4±15.7 %)


Проведення підшкірного інсулінового тесту також не виявляє певних змін чутливості тканин до інсуліну у порівнянні з даними другої серії.

При оцінці впливу L-аргініну на показники ліпідного спектру сироватки крові у щурів з експериментальним МС (таблиця 5.5) звертає на себе увагу відсутність істотних відмінностей у концентрації холестеролу та ТАГ у порівнянні з даними другої серії. 
Таблиця 5.5

Вплив L-аргініну на показники ліпідного спектру крові щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому

(M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ L-аргінін

	1
	2
	3
	4

	Холестерол, ммоль/л
	1.88±0.24
	2.36±0.22
	2.27±0.28

	ЛПНЩ і ЛПДНЩ,

г/л
	2.48±0.15
	3.27±0.14 *
	2.90±0.07 */**


Продовження таблиці 5.5

	1
	2
	3
	4

	ТАГ, ммоль/л
	0.67±0.06
	1.77±0.15 *
	1.47±0.09 *


Проте застосування L-аргініну істотно знижує у сироватці крові вміст ЛПНЩ і ЛПДНЩ – до 2.90±0.07 г/л, тобто на 11.3% (p<0.05) у порівнянні з даними другої серії.

Таким чином, введення L-аргініну за умов відтворення МС зменшує прояви дисліпопротеїнемії без істотного впливу на рівень холестеролу, ТАГ та чутливість тканин до інсуліну у порівнянні з даними другої серії.

5.3. Вплив L-аргініну на показники гемокоагуляції за умов відтворення  експериментального метаболічного синдрому

Численні дослідження підтвердили вплив L-аргініну як на тромбоцитарно-судинну, так і на коагуляційну ланки гемостазу. За даними дослідників, L-аргінін пригнічує колаген-індуковану агрегацію тромбоцитів, що свідчить про його антитромботичну дію [89,135]. Введення цієї сполуки підвищує протромбіновий, активований парціальний тромбопластиновий час (у прямій залежності від його концентрації в сироватці крові) [259], скорочує час еуглобулінового лізису та веде до зниження активності антиактиватора плазміногену-1 [167]. Іншими словами, вплив L-аргініну на систему коагуляційного гемостазу зводиться до пригнічення коагуляції та/або активації фібринолізу.

Лише поодинокі дослідження повідомляють про вплив L-аргініну на гемостаз за умов МС [7,79].

У таблиці 5.6 наведено дані щодо впливу L-аргініну на показники гемокоагуляції за умов відтворення МС.

Таблиця 5.6

Вплив L-аргініну на зміни показників гемокоагуляції за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому
(M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ L-аргінін

	Протромбіновий час, с
	19.2±0.5
	14.0±0.5 *
	17.5±0.5 */**

	Активований парціальний тромбопластиновий час, с
	48.2±1.7
	35.7±1.4 *
	39.9±1.8 *

	Тромбіновий час, с
	52.8±2.2
	37.9±2.0 *
	45.9±2.5 **

	Фібринолітична активність плазми методом лізису еуглобулінів плазми, хв
	162.8±5.7
	187.2±4.5 *
	178.9±6.2


Призначення L-аргініну за цих умов істотно збільшує протромбіновий час – до 17.5±0.5 с, тобто на  25.0% (p<0.01) у порівнянні з даними другої серії. 

Застосування L-аргініну за умов експерименту також істотно збільшує тромбіновий час – до 45.9±2.5 с, тобто на 21.1% (p<0.05) у порівнянні з даними другої серії.

Введення цієї амінокислоти суттєво не впливає на величину активованого парціального тромбопластинового часу (у порівнянні з даними другої серії) та попереджає достовірне зменшення фібринолітичної активності плазми крові (у порівнянні з інтактною групою).

Таким чином, введення L-аргініну за умов експериментального МС обмежує в організмі щурів ступінь гіперкоагуляційних зрушень за зовнішнім шляхом, подовжує кінцевий етап гемокоагуляції – утворення фібрину із фібриногену, запобігає суттєвому зрушенню фібринолітичної активності плазми крові та істотно не впливає на механізми внутрішнього шляху гемокоагуляції.
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РОЗДІЛ 6
РОЛЬ ПЕРОКСИНІТРИТУ У ПАТОГЕНЕЗІ ПОРУШЕНЬ ОКИСНЮВАЛЬНИХ ПРОЦЕСІВ, ЛІПІДНОГО ТА ВУГЛЕВОДНОГО ОБМІНУ, ГЕМОКОАГУЛЯЦІЇ В ОРГАНІЗМІ ЩУРІВ ЗА УМОВ ВІДТВОРЕННЯ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО МЕТАБОЛІЧНОГО СИНДРОМУ

6.1. Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на стан вільнорадикальних процесів та антиоксидантного захисту за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому
Пероксинітрит, як відомо, є потужним окиснювачем, нітрувальним, нітрозилювальним і гідроксилювальним агентом, здатним індукувати процеси ПОЛ у мембранах і ліпопротеїнах, викликати однониткові розриви в ДНК і різко підвищувати утворення 8-гідроксидезоксигуанозину в ДНК, гідроксилювати та нітрувати ароматичні кільця (зокрема, тирозин і триптофан), пригнічувати мітохондріальне дихання [81,130,176,187,261,288], що призводить до зниження утворення АТФ та порушення кальцієвого гомеостазу. 

Він відрізняється високою реакційною здатністю по відношенню до біологічно важливих сполук, що перевищує реакційну здатність первинних радикалів. Оксидативно-нітративний стрес, що виникає через дію пероксинітриту, супроводжується змінами у клітинному сигналюванні, активацією PARP-1, що зрештою призводить до порушення метаболізму і функціонування сигнальних шляхів у клітинах, які є характерними для розвитку МС та ЦД 2-го типу [32,128,226].

У нейтральному середовищі пероксинітрит досить нестабільний і після протонування (рК=6.8) швидко розкладається (період напіврозпаду менше 1 с) з утворенням гідроксильного радикала [226,261]. Пероксинітрит, порівняно з останнім і супероксидним аніон-радикалом, є більш стійким, тому має більшу вибірковість у своїх взаємодіях. Окрім того, він, за період свого існування, може проникати в сусідні клітини через аніонні транспортери, чого не можуть робити зазначені радикали. Для порівняння: гідроксильний радикал є настільки активним, що діаметр його поширення (і відповідно реакцій) – не перевищує діаметра глобули білка середнього розміру. Вважають, що супероксидний аніон-радикал може поширюватись у межах клітини, де він утворився. Тому, завдяки своїй проникливості, вибірковості, а, особливо, через здатність модифікувати білки, взаємодіючи з їхніми тирозиновими залишками, пероксинітрит вважається оксидантом №1 у біологічних системах [32, 226].

Відомо також, що в присутності пероксинітриту або продуктів його розпаду утворюються тіїльні радикали глутатіону, в результаті чого останній з антиоксиданту перетворюється на прооксидант, який ініціює процеси ПОЛ [261]. 

У результаті реакції пероксинітриту з ненасиченими зв’язками ліпідів мембран, ліпосом і ліпопротеїдів утворюються радикали гідропероксидів ліпідів, дієнові кон’югати, альдегіди [141], які можуть ініціювати подальше ушкодження мембранних ліпідів, з втратою ними біологічних властивостей та текучості мембран. Окрім того, при взаємодії пероксинітриту з ліпідами можуть утворюватися різні нітровані ліпіди з потенційними біологічними властивостями трансдукції сигналу, певними фізіологічними і патологічними властивостями, а також - проміжні продукти (ізопростани, 4-гідроксиноненал), які викликають вторинні окиснювальні реакції [32,119]. У той же час, повідомляється про здатність пероксинітриту пригнічувати ПОЛ.
Для дослідження ефектів пероксинітриту у досліді in vivo широко застосовують призначення його скевенджерів [226,261], у т.ч. L-селенометіонін та інші сполуки селену з низькою молекулярною масою [191]. Останні активно реагують з пероксинітритом та захищають модельні речовини від окиснення та нітрування, а плазмідну ДНК від однониткових розривів [191].

Нами досліджено вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на зміну концентрації вторинних продуктів ПОЛ – ТБК-реактантів – у крові білих щурів за умов відтворення МС (таблиця 6.1).
Таблиця 6.1

Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на зміни концентрації ТБК-активних сполук у крові білих щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 
(M+m, n=15)

	Концентрація ТБК-активних сполук, мкмоль/л
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ L-селенометіонін

	До інкубації
	11.54±0.90
	18.27±0.59 *
	13.94±0.48 */**

	Після інкубації
	27.41±2.10
	43.27±2.01 *
	30.29±0.96 **

	Приріст
	15.87±1.23
	25.00±1.44 *
	16.35±0.48 **


Примітка (у табл. 6.1-6.7): * – р<0,05 у порівнянні з даними інтактних щурів, ** – р<0,05 у порівнянні з даними другої серії. 

Введення L-селенометіоніну за умов експериментального МС істотно зменшує концентрацію ТБК-активних сполук до інкубації крові – до 13.94±0.48 мкмоль/л (на 23.7%, p<0.001), а після інкубації – до 30.29±0.96 мкмоль/л (на 30.0%, p<0.001) у порівнянні з результатом другої серії. 

Приріст концентрації ТБК-активних продуктів за час інкубації у прооксидантному фероаскорбатному буферному розчині за цих умов також значно зменшується – до 16.35±0.48 мкмоль/л, тобто на 34.6% (p<0.001) у порівнянні з даними другої серії. Такі зміни цього показника свідчать про істотне підвищення АО потенціалу.

У таблиці 6.2 наведено дані щодо впливу скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на показники антиоксидантного захисту в крові щурів за умов відтворення МС.
Призначення L-селенометіоніну за цих умов істотно підвищує активність СОД та каталазне число – відповідно до 1.78±0.09 од. акт. та 1.80±0.14, що на 30.9% (p<0.05) та 55.2% (p<0.02) перевищує величини другої серії. 
Призначення L-селенометіоніну за цих умов істотно підвищує активність СОД та каталазне число – відповідно до 1.78±0.09 од. акт. та 1.80±0.14, що на 30.9% (p<0.05) та 55.2% (p<0.02) перевищує величини другої серії. 
Таблиця 6.2

Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на показники антиоксидантного захисту в крові щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 
(M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ L-селенометіонін

	СОД, од. акт.
	1.97±0.09
	1.36±0.15 *
	1.78±0.09 **

	Каталазне число
	1.77±0.12
	1.16±0.16 *
	1.80±0.14 **

	Церулоплазмін, мг/л
	253.8±30.3
	353.5±23.9 *
	315.0±29.3


У той же час, призначення L-селенометіоніну за умов експерименту суттєво не позначається на концентрації церулоплазміну в сироватці крові у порівнянні з даними другої серії.

Звертає на себе увагу, що скевенджер пероксинітриту L-селенометіонін за умов відтворення МС також суттєво не впливає і на вироблення супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів (таблиця 6.3).
Таблиця 6.3
Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на зміни продукції супероксидного аніон-радикала у гомогенаті аорти білих щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому (M+m, n=15)
	Продукція .О
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, нмоль/г·с
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ L-селенометіонін

	Загальний фон
	0.69±0.04
	1.11±0.04 *
	1.13±0.02 *

	НАДФН-залежні ЕТЛ (мікросомальний і NOS)
	8.93±0.54
	11.87±0.33 *
	11.20±0.25 *

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	11.73±0.81
	17.73±0.45 *
	18.00±0.37 *


Таким чином, введення скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов відтворення МС зменшує в крові концентрацію вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук) та їх приріст за час інкубації у прооксидантному буферному розчині, підвищує активність АО ферментів (СОД, каталази), проте істотно не позначається на концентрації церулоплазміну в сироватці крові та продукції супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів у порівнянні з даними другої серії.

6.2. Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на показники вуглеводного та ліпідного обміну за умов відтворення  експериментального метаболічного синдрому

У літературі вже повідомлялося про зростання вмісту супероксидного аніон-радикала за умов гіперглікемії, а також про його здатність при взаємодії з NO утворювати токсичний пероксинітрит, що призводить до множинних патологічних змін у функціонуванні сигнальних і метаболічних шляхів та порушення гомеостазу клітин і органів [32]. 

Пошкодження ДНК пероксинітритом супроводжується активацією полі(АДФ-рибозо) полімерази, що, разом із високим вмістом глюкози, стимулює поліольний і гексозамінний шляхи, призводить до накопичення продуктів і попередників неферментативного глікозилювання, активації протеїнкінази C. Ці порушення викликають значне посилення неферментативного глікозилювання, порушення багатьох біохімічних і фізіологічних параметрів, а також посилення запальних процесів. Це, в кінцевому результаті, значно посилює оксидативно-нітративний стрес, викликаючи патологічні зміни у клітинах і формуючи таким чином „порочне коло” із наростаючими негативними змінами [32]. 
Детальне вивчення механізмів виникнення та розвитку пероксинітрит-залежних порушень за умов МС є актуальною проблемою, оскільки дає змогу виявити можливі молекулярні механізми впливу на ці процеси з метою запобігання їхнього виникнення та розвитку, а також для створення нових діагностичних і прогностичних підходів.

Призначення скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за цих умов істотно не позначається на величині концентрації глюкози у сироватці крові щурів у порівнянні з даними другої серії (таблиця 6.4).
Таблиця 6.4
Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну  на показники підшкірного інсулінового тесту за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому (M+m, n=15)
	Концентрація глюкози у сироватці крові, ммоль/л
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ L-селенометіонін

	1
	2
	3
	4


Продовження таблиці 6.4
	1
	2
	3
	4

	До введення інсуліну
	5.13±0.18
	6.92±0.24 *
	6.56±0.33 *

	Через 60 хв після введення інсуліну
	2.62±0.15
	5.44±0.22 *
	4.72±0.35 *

	Зниження
	2.51±0.05

(49.1±1.2%)
	1.49±0.05 *

(21.5±0.7%)
	1.85±0.22 *

(28.2±3.1%)


Проведення підшкірного інсулінового тесту також не виявляє певних змін чутливості тканин до інсуліну у порівнянні з даними другої серії.

При оцінці впливу L-селенометіоніну на показники ліпідного спектру сироватки крові у щурів з експериментальним МС (таблиця 6.5) звертає на себе увагу відсутність істотних відмінностей у концентрації холестеролу у порівнянні з даними другої серії.

Таблиця 6.5

Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на показники ліпідного спектру крові щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому (M+m, n=15)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ L-селенометіонін

	Холестерол, ммоль/л
	1.88±0.24
	2.36±0.22
	1.90±0.18

	ЛПНЩ та ЛПДНЩ, г/л
	2.48±0.15
	3.27±0.14 *
	2.45±0.16 **

	ТАГ, ммоль/л
	0.67±0.06
	1.77±0.15 *
	1.13±0.17 */**


Проте застосування L-селенометіоніну істотно знижує у сироватці крові вміст ЛПНЩ і ЛПДНЩ – до 2.45±0.16 г/л, тобто на 25.1% (p<0.01) у порівнянні з даними другої серії.

Введення цієї сполуки при відтворенні МС також достовірно зменшує у сироватці крові концентрацію ТАГ – до 1.13±0.17 ммоль/л, тобто на 36.2% (p<0.05) у порівнянні з результатом другої серії.

Таким чином, призначення скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов відтворення МС зменшує прояви дисліпопротеїнемії та гіпертриацилгліцеролемії без істотного впливу на рівень холестеролу та чутливість тканин до інсуліну у порівнянні з даними другої серії.

6.3. Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на показники гемокоагуляції за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому

Літературні джерела містять досить суперечливу інформацію про вплив пероксинітриту на гемостаз.

З одного боку повідомляється, що пероксинітрит сприяє розвитку гіпокоагуляції. Виявлена його здатність зменшувати активність тканинного фактора in vitro шляхом нітрування ключових про коагулянтів, що може призводити до розвитку геморагічних станів [219,220]. За даними тромбоеластометрії, пероксинітрит може порушувати ретракцію тромбу шляхом пригнічення енергетичного обміну у мітохондріях тромбоцитів [210,209]. Показано, що фібриноген виявляє особливу чутливість до токсичної дії пероксинітриту через здатність останнього справляти нітрувальну дію [123]. В іншому дослідженні з’ясовано, що взаємодія пероксинітриту з тирозиновими залишками у молекулі фібриногену затримує формування тромбу, проте у подальшому робить тромб більш резистентним до фібринолізу [181]. 

З іншого боку, виявляє протромботичну дію (особливо за умов дисліпідемії), сприяючи агрегації тромбоцитів [154,215], зокрема, перешкоджаючи протеолітичному процесингу фактора Віллебранда [195].

Окиснення та нітрування тромбоцитарних білків за участю пероксинітриту може індукувати зміну їхніх сигнальних та гемостатичних функцій (активацію) [223]. Показана здатність пероксинітриту нітрувати головний протеїн системи фібринолізу – плазміноген [223].

У таблиці 6.6 наведено дані щодо впливу скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на показники гемокоагуляції за умов відтворення МС.

Таблиця 6.6

Вплив скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну на зміни показників гемокоагуляції за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 
(M+m, n=15)
	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні
тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ L-селенометіонін

	Протромбіновий час, с
	19.2±0.5
	14.0±0.5 *
	18.8±0.8 **

	Активований парціальний тромбопластиновий час, с
	48.2±1.7
	35.7±1.4 *
	45.8±1.6 **

	Тромбіновий час, с
	52.8±2.2
	37.9±2.0 *
	48.5±2.6 **

	Фібринолітична активність плазми методом лізису еуглобулінів плазми, хв.
	162.8±5.7
	187.2±4.5 *
	168.8±6.1 **


Призначення L-селенометіоніну за цих умов істотно збільшує протромбіновий та активований парціальний тромбопластиновий час – відповідно до 18.8±0.8 с та 45.8±1.6 с, тобто на 34.3% (p<0.001) та на 28.3% (p<0.01) у порівнянні з даними другої серії. 

Застосування L-селенометіоніну за умов експерименту також істотно збільшує тромбіновий час – до 48.5±2.6 с, тобто на 28.0% (p<0.02) у порівнянні з даними другої серії.

Призначення L-селенометіоніну за умов моделювання МС достовірно обмежує час розчинення згустку, встановлений за лізисом еуглобулінової фракції, – до 168.8±6.1 хв, тобто на 9.8% (p<0.05) у порівнянні з результатом другої серії, що вказує на збільшення фібринолітичної активності плазми крові.

Таким чином, введення скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов відтворення МС обмежує в організмі щурів ступінь гіперкоагуляційних зрушень (за зовнішнім та внутрішнім шляхами гемокоагуляції), подовжує кінцевий етап гемокоагуляції – утворення фібрину із фібриногену та покращує фібринолітичну активність плазми крові.
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РОЗДІЛ 7
РОЛЬ NF-κB У ПАТОГЕНЕЗІ ПОРУШЕНЬ ОКИСНЮВАЛЬНИХ ПРОЦЕСІВ, ЛІПІДНОГО ТА ВУГЛЕВОДНОГО ОБМІНУ, ГЕМОКОАГУЛЯЦІЇ В ОРГАНІЗМІ ЩУРІВ ЗА УМОВ ВІДТВОРЕННЯ  ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО МЕТАБОЛІЧНОГО СИНДРОМУ

7.1. Вплив інгібіторів активації NF-κB на стан вільнорадикальних процесів та антиоксидантного захисту за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому
NF-κB представляє сімейство цитоплазматичних білків, які знаходяться під негативним контролем інгібіторних білків - IκBα, але при стимуляції переходять у вільний стан, переміщуючись в ядро, де виявляють активність, зв'язуючись з промоторними ділянками багатьох генів [126,133]. Активацію NF-κB викликають різні фізичні і хімічні чинники (іонізуюча радіація, ультрафіолетове світло, окиснювальний стрес тощо), інфекційні агенти (бактерії, віруси, паразити та їхні продукти), сигнальні молекули (гормони, цитокіни, фактори росту, цАМФ тощо), підвищена концентрація глюкози, СоА-жирних кислот, НЕЖК, зниження концентрації nNOS тощо. 

NF-κB є одним з головних транскрипційних факторів, що відповідають за адаптивні реакції клітин. Активований NF-κB впливає на різні гени, задіяні в гострофазовій запальній та імунній відповідях, при цьому, активує численні сигнальні шляхи, які беруть участь у механізмах вільнорадикального ураження органів-мішеней та атерогенезі. Сюди відносяться гени IL-1β,-2,-6,-8,-12, TNF-α, хемокінів, iNOS, молекул клітинної адгезії, головного комплексу гістосумісності, білків комплементу, чинників, що контролюють клітинний цикл (р53, циклин D1 та ін.), інгібіторів і активаторів апоптозу (c-IAP1, c-IAP2, FasL, Bcl-2, TRAF-1, TRAF-2 тощо) [129,206,217,271] та гени, що кодують білки – компоненти АО системи (СОД, церулоплазмін) [127,232].
Специфіка NF-κB-реакцій доповнюється особливостями регуляторних IKK-IκB молекул, наявністю NF-κB-зв'язуючих ДНК-сайтів, які забезпечують чутливість до безлічі стимулів та хімічні реакції, що впливають на структуру активованого NF-κB – ацетилювання, фосфорилювання, S-нітрозилювання [271], від яких залежить його активність. Все це створює картину полівалентної активації NF-κB, що призводять до реалізації ефекторного потенціалу клітин. 
Повідомляється, що відтворення ІР в експерименті супроводжується зменшенням каталітичної активності nNOS у інсулін-залежних органах, а вміст IκB у скелетних м'язах хворих на ЦД 2-го типу знижений. Це пов’язують з підвищенням активності NF-κB [240], оскільки, з функціонуванням nNOS пов’язана down-регуляція NF-κB-сигнального шляху NF-κB [62]. Відомо, що гіперінсулінемія посилює здатність ангіотензину ІІ активувати NF-κB [163].
До цього часу все ще дискутується питання щодо участі NF-кВ у механізмах розвитку головних компонентів МС (ІР, системної запальної відповіді, АГ, ЕД та дисліпідемії) [40,42,45] та патогенетичної ролі NF-кВ-опосередкованих вільнорадикальних процесів [257].

На жаль, у наш час все ще існують протиріччя у методичних підходах до визначення ролі NF-κB у розвитку різних патологічних процесів, що пов’язують з відсутністю стандартного методу визначення активності NF-κB. За даними літератури, найбільш точні результати наслідків активації NF-κB можливо отримати шляхом застосування у експерименті методу його хімічного виключення [31,70,144].

У ролі інгібітора активації NF-κB ми використовували JSH-23 (4-метил-N-(3-фенілпропіл)бензол-1,2-діамін), здатний порушувати процес транслокації NF-κB у ядро без впливу на деградацію IκB [194]. В останні роки JSH-23 широко використовується дослідженнях як закордонними [114,117,239,253,280], так і вітчизняними науковцями [61, 62]. 

Здатність ефективно пригнічувати активацію NF-κB виявляє протидіабетичний лікарський засіб – метформіну гідрохлорид, який належить до групи похідних бігуанідів. Цей препарат у концентрації 100-1000 мкмоль/л підвищує фосфорилювання АМФ-активованої кінази за участю PI-3-K, пригнічує фосфорилювання IKK та деградацію IκBα [173,178]. 

У таблиці 7.1 наведено дані щодо впливу JSH-23 і метформіну гідрохлориду на зміни концентрації вторинних продуктів ПОЛ – ТБК-реактантів – у крові білих щурів за умов відтворення МС. Призначення JSH-23 за умов відтворення МС знижує концентрацію ТБК-активних сполук до інкубації крові – до 13.46±0.59 мкмоль/л (на 26.3%, p<0.001), після інкубації – до 30.77±1.40 мкмоль/л (на 28.9%, p<0.001) у порівнянні з результатом другої серії.
Таблиця 7.1

Вплив інгібіторів NF-κB на концентрацію ТБК-реактантів у крові білих щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 
(M+m, n=20)

	Концентрація ТБК-активних сполук, мкмоль/л
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ JSH-23
	+ метформін

	До інкубації
	11.54±0.90
	18.27±0.59 *
	13.46

±0.59 **
	13.94

±0.90 **

	Після інкубації
	27.41±2.10
	43.27±2.01 *
	30.77

±1.40 **
	31.25

±2.00 **

	Приріст
	15.87±1.23
	25.00±1.44 *
	17.31

±0.90 **
	17.31±
1.18 **


Примітка (у табл. 7.1-7.7): * – р<0,05 у порівнянні з даними інтактних щурів, ** – р<0,05 у порівнянні з даними другої серії. 

Приріст концентрації ТБК-активних продуктів за час інкубації у прооксидантному фероаскорбатному буферному розчині за цих умов також значно зменшується – до 17.31±0.90 мкмоль/л, тобто на 30.8% (p<0.01) у порівнянні з даними другої серії. Такі зміни цього показника свідчать про суттєве обмеження падіння АО потенціалу.

Застосування метформіну гідрохлориду за умов експериментального МС також істотно знижує концентрацію ТБК-активних сполук до інкубації – до 13.94±0.90 мкмоль/л (на 23.7%, p<0.01), після інкубації – до 31.25±2.00 мкмоль/л (на 27.8%, p<0.01) у порівнянні з результатом другої серії. 

Приріст концентрації ТБК-активних продуктів за час інкубації у прооксидантному фероаскорбатному буферному розчині за цих умов зменшується до 17.31±1.18 мкмоль/л, тобто на 30.8% (p<0.01) у порівнянні з даними другої серії, що вказує на обмеження зниження АО потенціалу.

Примітно, що як JSH-23, так і метформіну гідрохлорид істотно не впливають на активність АО ферментів (СОД і каталази) та вміст церулоплазміну в сироватці крові щурів за умов моделювання МС (таблиця 7.2).
Таблиця 7.2
Вплив інгібіторів NF-κB на показники антиоксидантного захисту в крові щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 
(M+m, n=20)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ JSH-23
	+ метформін

	СОД, од. акт.
	1.97±0.09
	1.36±0.15 *
	1.63±0.19
	1.62±0.21

	Каталазне число
	1.77±0.12
	1.16±0.16 *
	1.43±0.19
	1.56±0.17

	Церулоплазмін, мг/л
	253.8±30.3
	353.5±23.9 *
	288.8±38.9
	308.0±46.4


Примітно, що інгібітори NF-κB за умов експериментального МС справляють істотний вплив на вироблення супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів (таблиця 7.3).
Таблиця 7.3

Вплив інгібіторів NF-κB на зміни продукції супероксидного аніон-радикала у гомогенаті аорти білих щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому (M+m, n=20)
	Продукція супероксидного аніон-радикала, нмоль/г·с
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ JSH-23
	+ метформін

	Загальний фон
	0.69±0.04
	1.11±0.04 *
	0.87±
0.04 */**
	0.89±
0.04 */**

	НАДФН-залежні ЕТЛ (мікросомальний і NOS)
	8.93±0.54
	11.87±0.33 *
	9.60±
0.40 **
	9.87±
0.25 **

	НАДН-залежний ЕТЛ (мітохондріальний)
	11.73±0.81
	17.73±0.45 *
	15.20±
0.57 */**
	15.33±
0.47 */**


Призначення JSH-23 за цих умов істотно зменшує загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів – до 0.87±0.04 нмоль/г·с (на 21.6%, p<0.01), його генерацію НАДФН і НАДН-залежними ЕТЛ – відповідно до 9.60±0.40 нмоль/г·с (на 19.1%, p<0.01) та 15.20±0.57 нмоль/г·с (на 14.3%, p<0.01) у порівнянні з даними другої серії.

Застосування метформіну гідрохлориду за умов експериментального МС також знижує загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала – до 0.89±0.04 нмоль/г·с (на 19.8%, p<0.01), його генерацію НАДФН і НАДН-залежними ЕТЛ – відповідно до 9.87±0.25 нмоль/г·с (на 16.8%, p<0.01) та 15.33±0.47 нмоль/г·с (на 13.5%, p<0.01) у порівнянні з результатами другої серії.
Таким чином,

1) призначення білим щурам інгібіторів активації NF-κB JSH-23 і метформіну гідрохлориду за умов експериментального МС знижує у крові концентрацію вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук), підвищує антиоксидантний потенціал, але суттєво не впливає активність СОД і каталази, вміст церулоплазміну;

2) введення білим щурам інгібіторів активації NF-κB JSH-23 і метформіну гідрохлориду за умов відтворення МС зменшує в клітинах аорти щурів загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала та його генерацію НАДФН-залежними (мікросомальним та NOS) і НАДН-залежним (мітохондріальним) електронно-транспортними ланцюгами;

3) за здатністю обмежувати вільнорадикальні процеси у крові та аорті щурів дія метформіну гідрохлориду порівняна з такою у інгібітора ядерної транслокації NF-κB JSH-23.
7.2. Вплив інгібіторів активації NF-κB на показники вуглеводного та ліпідного обміну за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому

В останні роки повідомляється про можливість існування тісного взаємозв'язку між функцією NF-κB та метаболічними сигнальними шляхами [159]. Так, IKK комплекс викликає фосфорилювання за серином IRS-1, пригнічуючи, передачу інсулінового сигналу сприяє розвитку ІР. При цьому, виявляється надлишкова стимуляція МАР-кіназного шляху [145], що сприяє атерогенезу та активації NF-κB [142,157]. 
Показана здатність ліпідів у реалізації NF-κB-опосередкованої відповіді. Так, під дією ЖК-ацил CoА вільний NF-κB транслокується у ядро, де зв'язується з κB-послідовностями ДНК, стимулюючи синтез прозапальних цитокінів (TNF-α, IL-1β, -6 тощо). Останні викликають фосфорилювання за серином IRS-1, що пригнічуює передачу інсулінового сигналу та призводять до ІР [40,42,45,138]. Низка речовин ліпідної природи, включно з НЕЖК, можуть активувати NF-κB через зв'язування з мембранними рецепторами (зокрема, TLR4).
Таким чином, можна припустити, що активація NF-κB може розглядатися як провідна ланка патогенезу ключових компонентів МС (у тому числі, ІР та ліпотоксичності), своєрідна патологічна детермінанта, що створює патологічну систему, результатом функціонування якої може бути атерогенез та ЦД 2 типу. Тому, викликає інтерес дослідження впливу інгібіторів активації NF-κB на показники вуглеводного та ліпідного обміну в організмі щурів за умов експериментального МС.

Призначення JSH-23 за цих умов істотно зменшує концентрацію глюкози у сироватці крові щурів (таблиця 7.4) – до 6.00±0.19 ммоль/л, тобто на 13.3% (p<0.02) у порівнянні з даними другої серії.
Таблиця 7.4

Вплив інгібіторів NF-κB на показники підшкірного інсулінового тесту за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 

(M+m, n=20)
	Концентрація глюкози у сироватці крові, ммоль/л
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ JSH-23
	+ метформін

	До введення інсуліну
	5.13±0.18
	6.92±0.24 *
	6.00±0.19 **
	5.69±0.36 **

	Через 60 хв після введення інсуліну
	2.62±0.15
	5.44±0.22 *
	2.92±0.17 **
	3.23±0.31 **

	Зниження
	2.51±0.05

(49.1±1.2%)
	1.49±0.05 *

(21.5±0.7%)
	3.08±0.20 */**
(51.2±2.8%)
	2.46±0.10 **

(43.7±2.4%)


За даними підшкірного інсулінового тесту, вміст глюкози у сироватці крові у щурів, яким відтворювали МС та вводили інгібітор активації NF-κB JSH-23, через 60 хв після введення інсуліну в дозі 0.2 МО/кг маси тварини зменшується до 2.92±0.17 ммоль/л, тобто, на 3.08±0.20 ммоль/л, що складає 51.2±2.8%. Це у 2.38 рази (p<0.001) перевищує результат другої серії, що вказує на значне покращення чутливості тканин до інсуліну.
Метформін гідрохлорид є відомим протидіабетичним лікарським засобом, що належить до групи похідних бігуанідів. Тому, обмеження гіперглікемії вважається проявом його головної фармакологічної дії. Дійсно, призначення цієї сполуки за умов експерименту зменшує концентрацію глюкози у сироватці крові щурів – до 5.69±0.36 ммоль/л, тобто на 17.8% (p<0.05) у порівнянні з даними другої серії. За даними підшкірного інсулінового тесту, вміст глюкози у сироватці крові у щурів, яким відтворювали МС та вводили метформіну гідрохлорид, через 60 хв після введення інсуліну в дозі 0.2 МО/кг маси тварини зменшується до 3.23±0.31 ммоль/л, тобто на 2.46±0.10 ммоль/л, що складає 43.7±2.4%. Це у 2.03 рази (p<0.001) перевищує результат другої серії, що також підтверджує суттєве покращення чутливості тканин до інсуліну.
При оцінці впливу інгібіторів NF-κB на показники ліпідного спектру сироватки крові у щурів з експериментальним МС (таблиця 7.5) звертає на себе увагу відсутність істотних змін концентрації холестеролу при введенні як JSH-23, так і метформіну гідрохлориду.
Таблиця 7.5

Вплив інгібіторів NF-κB на показники ліпідного спектру крові щурів за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому
(M+m, n=20)
	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ JSH-23
	+ метформін

	1
	2
	3
	4
	4


Продовження таблиці 7.5
	1
	2
	3
	4
	5

	Холестерол, ммоль/л
	1.88±0.24
	2.36±0.22
	1.93±0.20
	2.15±0.26

	ЛПНЩ і ЛПДНЩ,

г/л
	2.48±0.15
	3.27±0.14 *
	2.39±0.12 **
	2.69±0.14 **

	ТАГ, ммоль/л
	0.67±0.06
	1.77±0.15 *
	0.82±0.14 **
	0.94±0.17 **


Проте призначення цих сполук вірогідно позначається на змінах сумарного вмісту ЛПНЩ і ЛПДНЩ та концентрації ТАГ. Так, введення JSH-23 за умов відтворення МС зменшує концентрацію ЛПНЩ і ЛПДНЩ у сироватці крові щурів – до 2.39±0.12 г/л, тобто на 26.9% (p<0.01) у порівнянні з даними другої серії.

Призначення метформіну гідрохлориду за цих умов також суттєво знижує вміст ЛПНЩ і ЛПДНЩ у сироватці крові – до 2.69±0.14 г/л, тобто на 17.7% (p<0.02) у порівнянні з результатом другої серії. 
Введення JSH-23 за умов відтворення МС достовірно зменшує концентрацію ТАГ у сироватці крові щурів – до 0.82±0.14 ммоль/л, тобто на 53.7% (p<0.01) у порівнянні з даними другої серії.

Призначення метформіну гідрохлориду за цих умов також знижує вміст ТАГ у сироватці крові – до 0.94±0.17 ммоль/л, тобто на 46.9% (p<0.01) у порівнянні з результатом другої серії. 
Таким чином,

1) призначення білим щурам інгібіторів активації NF-κB JSH-23 і метформіну гідрохлориду за умов експериментального МС істотно впливає на показники вуглеводного та ліпідного обміну, зокрема обмежує гіперглікемію, підвищує чутливість тканин до інсуліну, знижує прояви дисліпопротеїнемії та гіпертриацилгліцеролемії, проте істотно не позначається на концентрації холестеролу;
2) за здатністю коригувати показники вуглеводного та ліпідного обміну у крові щурів дія JSH-23 та метформіну гідрохлориду є подібними.
7.3. Вплив інгібіторів активації NF-κB на показники гемокоагуляції за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому

Відомо, що з активацією NF-κB пов’язана експресія генів низки прозапальних цитокінів (IL-1,-6, -8, -12, TNF-α тощо) [129,206,217,271], які призводять до істотних зрушень коагуляційного, тромбоцитарно-судинного гемостазу та системи фібринолізу [53-55]. Так, названі вище цитокіни призводять до експресії тканинного фактора на ендотеліальних клітинах, моноцитах і макрофагах, а також пригнічують активність природних антикоагулянтів, завдяки чому, сприяють посиленню згортання крові, схильності до тромбоутворення та розвитку ДВЗ-синдрому. Ці ефекти пов'язані з наявністю рецепторів до цитокінів на гранулоцитах і агранулоцитах, макрофагах, ендотеліоцитах, гепатоцитах, фібробластах, гладеньких м'язових клітинах та ін. Показано, що цитокіни IL-1, -6 і TNFα, стимулюючи функції гепатоцитів, призводять до збільшення в крові рівня білків гострої фази – фібриногену, С-реактивного білка, амілоїдного протеїну А, α2-макроглобуліну, церулоплазміну та компонента комплементу С3 [54], концентрація яких різко зростає при МС [188,245,254].

Відомо, що одні реактанти гострої фази запалення (фібриноген, α-антитрипсин, α2-макроглобулін та ін.) беруть участь у згортанні крові та фібринолізі, інші (церулоплазмін і орозомукоїд) - мають відношення до вродженого та адаптивного імунітету [54].

Примітно, що прозапальні цитокіни (IL-1, -6, -8, -18, TNFα та ін.), вироблення котрих, як відомо, опосередковано індукцією NF-κB [129,206,217,271], здатні як посилювати, так і пригнічувати фібринолітичну активність крові. Проте у більшості випадків, прозапальні цитокіни гальмують фібриноліз, посилюючи синтез і секрецію інгібіторів фібринолізу ендотеліоцитами, лейкоцитами та іншими клітинами [55].

В останні роки з’явилися перші публікації щодо участі NF-κB у забезпеченні функції таких без’ядерних клітин, як тромбоцити. Показана роль IKKβ у активації тромбоцитів, з’ясовані нові NF-κB-залежні сигнальні шляхи [196].
Нами досліджено вплив інгібіторів NF-κB JSH-23 і метформіну гідрохлориду на показники гемокоагуляції за умов відтворення експериментального МС (таблиця 7.6).

Таблиця 7.6

Вплив інгібіторів NF-κB на зміни показників гемокоагуляції за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому 
(M+m, n=20)

	Показники
	Серії дослідів

	
	Інтактні

тварини
	Відтворення МС

	
	
	Контроль
	+ JSH-23
	+ метформін

	1
	2
	3
	4
	5

	Протромбіновий час, с
	19.2±0.5
	14.0±0.5 *
	18.2±1.4 **
	18.3±0.6 **

	Активований парціальний тромбопластиновий час, с
	48.2±1.7
	35.7±1.4 *
	44.2±2.3 **
	41.9±1.8 */**

	Тромбіновий час, с
	52.8±2.2
	37.9±2.0 *
	48.9±2.9 **
	45.9±3.3


Продовження таблиці 7.6
	1
	2
	3
	4
	5

	Фібринолітична активність плазми методом лізису еуглобулінів плазми, хв
	162.8±5.7
	187.2±4.5 *
	165.9±6.1 **
	170.4±5.9


Так, введення JSH-23 та метформіну гідрохлориду за умов експерименту прискорює протромбіновий час – відповідно до 18.2±1.4 с та 18.3±0.6 с, тобто на 30.0% (p<0.05) та 30.7% (p<0.001) у порівнянні з даними другої серії.

Призначення JSH-23 та метформіну гідрохлориду за наведених умов вірогідно збільшує активований парціальний тромбопластиновий час – відповідно до 44.2±2.3 с та 41.9±1.8 с, тобто на 23.8% (p<0.02) та 17.4% (p<0.05) у порівнянні з результатами другої серії. 

Тромбіновий час за умов експерименту суттєво змінюється тільки при введенні JSH-23. При цьому виявляється підвищення цього показника – до 48.9±2.9 с, тобто на 29.0% (p<0.02) у порівнянні з даними другої серії. Застосування метформіну гідрохлориду не виявило суттєвого впливу на кінцевий етап гемокоагуляції – утворення фібрину.

Призначення JSH-23 за умов моделювання МС достовірно обмежує час розчинення згустку, встановлений за лізисом  еуглобулінової фракції, – до 165.9±6.1 хв, тобто на 11.4% (p<0.05) у порівнянні з результатом другої серії. Ці зміни вказують на збільшення фібринолітичної активності плазми крові. Введення метформіну гідрохлориду за умов експерименту істотно не впливає на цей показник.
Таким чином,

1) призначення білим щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов експериментального МС істотно впливає на показники згортання крові, зокрема обмежує процес гіперкоагуляції за зовнішнім і внутрішнім шляхами, коригує час утворення фібрину та збільшує фібринолітичну активність плазми;

2) застосування метформіну гідрохлориду за умов відтворення МС обмежує процес гіперкоагуляції за зовнішнім і внутрішнім шляхами, проте істотно не впливає на стан кінцевого етапу гемокоагуляції (утворення фібрину) та фібриноліз; 

3) за здатністю коригувати показники гемокоагуляції ефективність метформіну гідрохлориду поступається JSH-23.
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РОЗДІЛ 8
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

В останні роки показано, що для експериментального моделювання МС потрібно враховувати дію низки патогенетичних чинників, таких як надмірне вуглеводне та ліпідне навантаження, збільшена продукція кортикостероїдів, дія стресорів різної природи тощо [92]. З цієї позиції генетично-обумовлені (db/db та ob/ob миші, діабетичні опасисті щури Zucker, опасисті щури Otsuka Long-Evans Tokushima, діабетичні щури Goto-Kakizaki) та хімічно-індуковані (введення низьких доз стрептозотоцину) моделі МС не в повній мірі відображають розвиток МС у людини [227]. 

Дієто-індуковані експериментальні моделі МС, які є наслідком вуглеводного і ліпідного навантаження, вважаються адекватними щодо основних патогенетичних механізмів розвитку ожиріння у людини (надмірне споживання вуглеводів і жирів; недостатня мобілізації ТАГ із жирових депо; підвищене утворення нейтральних жирів із вуглеводів), що реалізуються через розвиток гіперінсулінемії [85,92]. Проте вони також не відбивають увесь комплекс компонентів МС. 

Призначення з питною водою 10% розчину фруктози протягом 2-х місяців супроводжується розвитком у морських свинок і хом‘яків гіпертригліцеридемії й зниження толерантності до глюкози [26,87]. Проте у дослідах на щурах, такий режим введення фруктози не призводить до розвитку ІР, зниження толерантності до глюкози та порушень ліпідного обміну. На підставі цього, ми запропонували власну модифікацію вуглеводно-жирової дієти, розрахованої на моделювання МС у щурів. 
З цією метою останнім протягом 2-х місяців призначали 20% водний розчин фруктози для пиття та раціон харчування, що відтворює “дієту західного типу” (патент України на корисну модель № 93517): рафіноване пшеничне борошно – 45%; сухе знежирене коров’яче молоко – 20%; крохмаль – 10%; столовий маргарин (зі складом жирів 72-82%) – 20%; переокиснена соняшникова олія – 4%; натрію хлорид – 1%. 

Наведена дієта характеризується низьким вмістом харчових волокон. Останні, як відомо, протидіють розвитку МС та обмежують можливість експериментального відтворення цієї патології [105,116].

В останні роки більшість авторів вважають, що здатність фруктози сприяти розвитку ІР пов’язана з її ліпогенною природою, здатністю підсилювати синтез ЖК [87]. Індукція ліпогенезу підвищує відкладення ТАГ у жировій тканині та ектопічних тканинах (печінці, м’язах), що у подальшому призводить до порушення інсулінової сигналізації та дисліпідемії. Призначення фруктози, за даними дослідників, активує вуглеводний регуляторний елемент-зв’язуючий протеїн, підвищує експресію ліпогенних генів (синтази жирних кислот, ацил-коензим А карбоксилази, стероїл-коензим А десатурази-1), зменшує активність PPARα. [140,202,265]. Примітно, що збільшення ЖК здатне активувати транслокацію NF-κB у ядро та подальшу стимуляцію вироблення низки прозапальних цитокінів та активацію протеїнкінази С, що призводить до системної запальної відповіді та ІР (через фосфорилювання за серином IRS-1 з наступним пригніченням передачі інсулінового сигналу) [138,159]. 

За нашими даними, реалізація розробленої з нашою участю моделі МС супроводжується порушеннями, характерними для цієї патології: розвитком ІР, вісцерального ожиріння, дисліпопротеїнемії, системної запальної відповіді. Це підтверджується виявленними нами змінами стану вуглеводного та ліпідного метаболізму – зменшенням системної чутливості до інсуліну за даними підшкірного інсулінового тесту, гіперглікемією, збільшенням у сироватці крові вмісту ЛПНЩ і ЛПДНЩ, ТАГ, що є ознаками МС. Так, при проведенні підшкірного інсулінового тесту у щурів, які отримували фруктозу з питною водою (20% розчину) та перебували на вуглеводно-жировому раціоні протягом 2-х місяців, значно уповільнюється зменшення вмісту глюкози у сироватці крові, через 60 хв після введення інсуліну. Це свідчить про зниження чутливості тканин до дії інсуліну, що являється важливою ознакою МС.
Маса абдомінального жиру за умов відтворення запропонованої моделі МС підвищується у 2.3 рази – до 2.86±0.09 г (у інтактних – 1.27±0.08 г, p<0.001). Повідомляється, що посиленому утворенню вісцерального жиру сприяє: надходження в організм надлишкової енергії, підвищений ліполіз в інсулін-резистентних адипоцитах, зниження окиснення жирів [44], розвиток системної запальної відповіді [136,149,170]. 
Розвиток системної запальної відповіді, за нашими даними, підтверджується суттєвим збільшенням у сироватці крові концентрації гострофазного білка – церулоплазміну. Нещодавно показано, що останній є більш чутливим маркером “системного запалення”, ніж такий прозапальний цитокін, як TNF-α, та високочутливий C-реактивний білок [58,188,245]. Дослідження останніх років також доводять, що вміст церулоплазміну у сироватці крові відбиває підвищений ризик розвитку системної запальної відповіді при МС як у клінічній практиці, так і при проведенні експериментальних досліджень [58,105].
Примітно, що в останні роки як додаткові компоненти МС нерідко називають розвиток окиснювального стресу та порушення системи гемостазу [7,36,39,77].
Дійсно, за нашими даними, відтворення МС супроводжується істотною активацією ПОЛ, що носить декомпенсований характер. Це підтверджується збільшенням концентрації ТБК-активних сполук у крові та їх приросту за час 1.5-годинної інкубації крові у фероаскорбатному буферному розчині. Порушення АО потенціалу в організмі щурів за цих умов підтверджується також значним зниженням активності в сироватці крові АО ферментів (супероксиддисмутази, каталази).

Окиснювальний стрес, як відомо, розвивається при наявності значного дисбалансу продукції вільних радикалів та ослабленні АО захисту, що призводить до деструкції на клітинному, тканинному та організменному рівнях. 

Так, нами виявлено, що за умов відтворення МС істотно активуються місцеві механізми продукції активних форм кисню, зокрема, у клітинах аорти. Ці зміни реалізуються через збільшення продукції супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними (мікросомальним і NOS) і мітохондріальним ЕТЛ. Це, як уже повідомлялось, може бути пов’язано з розвитком ліпотоксичності [2], гіперінсулінемії [8,15,36] та гіперглікемії [249], які мають виражену прозапальну та прооксидантну дію. 
На думку дослідників, гіперпродукція супероксиду (та його метаболіту – пероксинітриту) є важливим механізмом ЕД та атерогенезу [107,108]. Особливо це небезпечно при одночасному розвитку дисліпопротеїнемії, що супроводжується утворенням окиснених ліпопротеїнів, які викликають зміни проникності ендотелію, експресію молекул клітинної адгезії, міграцію моноцитів із кровотоку і гладеньком’язових клітин та їхнє перетворення у пінисті клітини, зменшують функціональну активність лімфоцитів [2,9]. Модифіковані ліпопротеїни характеризуються високою токсичністю, індукують синтез факторів росту, цитокінів у ендотеліоцитах, макрофагах, гладеньком’язових клітинах, які у свою чергу ініціюють подальше прогресування ураження клітин судин, сприяють активації процесів ПОЛ, розвитку системної запальної відповіді та ендотеліальної дисфункції [38,63]. 
Примітно, що у хворих з МС виявляються істотні порушення тромбоцитарно-судинного та коагуляційного гемостазу [39,77]. 

За нашими даними, відтворення МС призводить до істотних порушень процесу згортання крові: розвитку гіперкоагуляції за зовнішнім (зменшення протромбінового часу) і внутрішнім (зменшення активованого парціального тромбопластинового часу) шляхами, прискорення кінцевого етапу гемокоагуляції – утворення фібрину (скорочення тромбінового часу), пригнічення фібринолізу (збільшення часу лізису еуглобулінової фракції). 

ВРО ліпідів мембран може призвести до активації індукторів агрегації: ендоперекисів, простагландинів, тромбоксанів, що сприяє конформаційній перебудові та відщепленню мембранних фрагментів, посилюючи утворення тромбіну, агрегацію тромбоцитів і згортання крові [2,9,74], індукує окиснення ЛПНЩ [32, 226,261], модифікує та нітрує фактори згортання крові [129]. Це відповідає сучасним уявленням про взаємозв’язок між процесами ПОЛ та гемостазом, який здійснюється за схемою: активація ПОЛ → тромбінемія [74]. Крім того, розвиток системної запальної відповіді [53-55] призводить до істотних зрушень коагуляційного, тромбоцитарно-судинного гемостазу та системи фібринолізу. 
Раніше повідомлялося про підвищення за умов МС індукованої та спонтанної агрегації тромбоцитів, активності фактора Віллебранда, що також посилює тромбогенний потенціал плазми [39,77,210]. При цьому, доведений взаємозв'язок між агрегаційною активністю тромбоцитів і порушеннями ліпідного та вуглеводного метаболізму (вмістом загального холестеролу, холестеролу ЛПНЩ, гіперглікемією, рівнем інсуліну натще та С-пептиду).

Розвиток гіперкоагуляції за умов відтворення МС сприяє тромбогенній загрозі, що може супроводжуватися високим ризиком судинних катастроф різної локалізації. 
Таким чином, запропонована нами модель МС не тільки відтворює головні компоненти МС (ІР, вісцеральне ожиріння, дисліпопротеїнемію, системну запальну відповідь), але і додаткові системні порушення (окиснювальний стрес, гіперкоагуляційні зрушення), які в останні роки також вважаються суттєвими ланками патогенезу МС у людини. Це дає підстави для дослідження молекулярних механізмів розвитку цієї патології, які лежать в основі цих явищ, з визначенням головної ланки патогенезу МС та послідовності залучення тих чи інших механізмів формування головних ознак МС, залежних від стану системи оксиду азоту та транскрипційного ядерного фактора κB. 
Нами виявлено відмінності в ефектах NOS на метаболічні процеси в організмі щурів за умов експериментального МС.

Так, функціональна активність nNOS за цих умов обмежує в організмі щурів активацію ПОЛ, але різноспрямовано впливає на показники антиоксидантної системи крові. Цей висновок ґрунтується на результатах, отриманих при призначенні селективного інгібітора nNOS 7-NI. Введення останнього за умов експерименту підвищує в крові концентрацію вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук), збільшує активність каталази, знижує вміст церулоплазміну, підвищує продукцію супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів. Проте введення 7-NI достовірно не позначається на активності СОД. 

Відомо, що з функціонуванням nNOS пов’язана down-регуляція NF-κB-сигнального шляху. Повідомляється, що через NO, що утворюється nNOS регулюється експресія iNOS [62]. Введення селективних інгібіторів nNOS, імовірно, знижує вміст інгібіторного білка IκBα, що призводить до активації NF-κB [236], з чим пов’язане iNOS-опосередковане утворення великої кількості NO з цитотоксичними властивостями, .О
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, та пероксинітриту, які є ініціатором ПОЛ [232, 236], що обумовлюють непрямі його ефекти та пероксидну модифікацію білків, у тому числі церулоплазміну. 

Відомо, що провідним джерелом супероксидного аніон-радикала є мітохондріальний дихальний ланцюг [30,104,146,214]. Проте значна кількість цієї сполуки при відтворенні МС генерується НАДФН-залежними ЕТЛ – у реакціях мікросомального окиснення [104,182] та при “роз’єднаному” функціонуванні NOS при дефіциті L-аргініну або хоча б одного з кофакторів [113,115,155], тому, за цих умов, nNOS може генерувати АФК (.О
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, Н2О2) та виявляти цитотоксичну дію. Примітно, що у інсулінорезистентних опасистих щурів лінії Zucker збільшується вироблення супероксидного аніон-радикала саме за участю nNOS [246]. 
За нашими даними, за умов відтворення експериментального МС з функціональною активністю nNOS пов’язане обмеження в організмі щурів активації ПОЛ, зниження продукції супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів, причому знижується як загальний фон продукції, так і його генерація НАДФН і НАДН-залежними ЕТЛ. Це може бути пов’язано з тим, nNOS є конститутивним ізоферментом і виробляє незначні кількості NO, який регулює стан окиснювальних процесів та виконує роль сигнальної молекули через гуанілатциклазну месенджерну систему, що обмежує NF-kB – залежні механізми деструктивних процесів, в т.ч. і опосередковану NF-κB експресію iNOS, за рахунок down-регуляції NF-κB-сигнального шляху [62] та відновлює сигнальний шлях інсуліну. 
За нашими даними, за умов експериментального МС з функціональною активністю nNOS пов’язано зниження активності каталази, можливо, через здатність NO блокувати йони феруму в активному центрі каталази з утворенням менш активної ферікаталази-NO [190], а збільшення вмісту церулоплазміну, вочевидь, має неспецифічний характер за умов МС.

У той же час, функціональна активність іNOS за умов моделювання МС призводить до активації у крові білих щурів декомпенсованого ПОЛ, що супроводжується виснаженням АО потенціалу, зменшенням активності АО ферментів (СОД, каталази) та сприяє підвищенню вмісту церулоплазміну. Так, введення селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов експерименту зменшує в крові концентрацію вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук) та їх приріст за час інкубації у прооксидантному буферному розчині, збільшує активність СОД і каталази та знижує вміст церулоплазміну.

Відомою є здатність NO взаємодіяти з йонами купруму активного центру СОД [212] та блокувати йони феруму в активному центрі каталази [190]. 

Пригнічення іNOS, як відомо, супроводжується зменшенням продукції запальних цитокінів, деякі з яких здатні стимулювати утворення печінкою церулоплазміну, зокрема, шляхом індукування експресії його гену через активацію MAP кінази, C/EBPβ, AP-1 та NF-κB [232].
Застосування аміногуанідину за умов МС також зменшує загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів та його генерацію НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ у порівнянні з даними другої серії. Тобто, продукція активних форм кисню у значній мірі пов’язана саме з функціонуванням iNOS, що узгоджується з даними інших дослідників [51].
За нашими даними, відмінності у функціональній активності nNOS за умов відтворення МС виявляються і при оцінці стану вуглеводного та ліпідного обміну.

Так, функціональна активність nNOS за умов експериментального МС обмежує в організмі щурів прояви ІР. За даними підшкірного інсулінового тесту, вміст глюкози у сироватці крові у щурів, яким відтворювали МС та вводили 7-NI, через 60 хв після введення інсуліну істотно перевищує дані другої серії, що вказує на погіршення чутливості тканин до інсуліну.

З функціональною активністю іNOS, навпаки, пов’язано посилення ІР за умов моделювання МС. Концентрація глюкози у сироватці крові у щурів, яким відтворювали МС та вводили селективний інгібітор iNOS аміногуанідин, через 60 хв після підшкірного введення інсуліну істотно поступається даним другої серії, що свідчить про істотне покращення чутливості тканин до інсуліну. 
Введення аміногуанідину за умов відтворення МС, на відміну від дії селективного інібітора nNOS, зменшує в сироватці крові сумарний вміст ЛПНЩ і ЛПДНЩ та концентрацію ТАГ у порівнянні з даними другої серії.

Таким чином, розвиток таких важливих компонентів МС, як ІР, дисліпопротеїнемія та гіпертриацилгліцеролемія пов’язаний з експресією іNOS. Остання, як відомо, пов’язана з активацією NF-κB [129,206,217, 271]. 

На підставі нещодавно проведених досліджень стає зрозумілою протективна дія nNOS щодо іNOS-залежних небажаних метаболічних ефектів. В той же час, як уже повідомлялось, розвиток ІР супроводжується зменшенням каталітичної активності nNOS у інсулін-залежних органах [175], що призводить до дизрегуляторного порушення її функціонування за умов відтворення МС. Пригнічення nNOS зменшує вміст інгібіторного білка IκBα та здатне створювати умови для активації NF-κB [232] та iNOS-опосередкованому утворенню великої кількості NO, .О
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 [236] і високотоксичного пероксинітриту з розвитком цитотоксичних та інших деструктивних процесів в патогенезі розвитку основних компонентів експериментального МС. Проте механізм nNOS-опосередкованого гальмівного контролю на NF-κB-залежну експресію iNOS все ще залишається недостатньо з’ясованим [62,236,269]. 
Неоднозначна дія нейрональної та індуцибельної ізоформ NOS за умов МС виявляється і при дослідженні стану коагуляційного гемостазу.

Так, функціональна активність nNOS за умов експерименту обмежує в організмі щурів ступінь гіперкоагуляційних зрушень за зовнішнім шляхом та істотно не впливає на механізми внутрішнього шляху гемокоагуляції, утворення фібрину та фібринолітичну активність плазми крові. Цей висновок ґрунтується на тому факті, що введення селективного інгібітора nNOS 7-NI за умов відтворення МС скорочує протромбіновий час, істотно не впливаючи на величини активованого парціального тромбопластинового часу, тромбінового часу, часу лізису еуглобулінової фракції у порівнянні з даними другої серії.

У той же час, функціональна активність іNOS за умов експерименту сприяє розвитку гіперкоагуляційних зрушень, що супроводжується посиленням зовнішнього шляху згортання крові, його кінцевого етапу – утворення фібрину із фібриногену, порушенням фібринолітичної активності плазми крові без істотних змін внутрішнього шляху гемокоагуляції. Введення селективного інгібітора iNOS аміногуанідину за умов відтворення МС подовжує протромбіновий та активований парціальний тромбопластиновий час, скорочує лізис еуглобулінової фракції у порівнянні з даними другої серії.

Звертає увагу, що обмеження в організмі щурів гіперкоагуляційних зрушень, як результат функціонування nNOS та прокоагулянтна спрямованість дії iNOS, співвідносяться з анти- та прооксидантною спрямованістю ефектів цих ізоферментів. 

Для пояснення різноспрямованої дії оксиду азоту, який продукується конститутивними та індуцибельною NOS існує декілька припущень. Спрямованість ефекту, на думку науковців, може бути пов’язана зі станом метаболічних шляхів, які забезпечують NOS, субстратами і кофакторами (1); станом інших шляхів, які можуть моделювати індукцію і активність NOS (2); молекулярними мішенями, з якими взаємодіють NO та його похідні (3); локальними чинниками, такими як redox-стан клітин (4); наявністю ендогенних захисних та антиоксидантних механізмів (5) [286]. Обговорюється роль функціональної компартменталізації конститутивних і індуцибельної NOS. Перші, як відомо, безпосередньо контактують з плазматичною мембраною. NO, що виробляється цими ізоформами, зосереджується через власні гідрофобні та ліпофільні властивості, головним чином, у ліпідному бішарі, що усуває можливість реакції цієї молекули з гідрофільним супероксидним аніон-радикалом з утворенням високотоксичного пероксинітриту. За цих умов NO здатний легко взаємодіяти з ліпідними пероксидними радикалами [221]. 

Примітно, що введення L-аргініну за умов відтворення МС істотно зменшує в крові концентрацію вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук) та їх приріст за час інкубації у прооксидантному буферному розчині, запобігає суттєвим зрушенням АО ферментів (СОД, каталази) та вмісту церулоплазміну, проте істотно не позначається на продукції супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів у порівнянні з даними другої серії.

Нещодавно було висунуто припущення щодо здатності екзогенно введеного L-аргініну утилізуватися переважно конститутивними NOS за умов down-регуляції NF-κB, внаслідок чого виробляється незначна кількість NO, який виконує сигнальні функції, у тому числі, націлені на обмеження ПОЛ. При цьому, введений L-аргінін істотно не збільшує експресію iNOS, що запобігає ініціації вільнорадикальних реакцій [62]. Раніше повідомлялося, що низькі концентрації NO виявляють антиоксидантну дію. За цих умов NO є негативним модулятором НАДФН-оксидази, зв'язує вільні йони заліза у складі нітрозильних комплексів, нітрозилює гем та відновлює оксоферилформи гемопротеїдів, обриває ланцюгові реакції, наприклад, “гасить” алкілпероксильні й аллоксильні радикали [22,106,221]. Повідомляється також про безпосередні АО та антирадикальні властивості L-аргініну [73].
За нашими даними, введення L-аргініну за умов відтворення МС зменшує прояви дисліпопротеїнемії без істотного впливу на рівень холестеролу, ТАГ та чутливість тканин до інсуліну у порівнянні з даними другої серії.

Незважаючи на відсутність доведеної дії L-аргініну на ІР, вміст холестеролу і ТАГ застосування цієї амінокислоти може вважатися доцільним при МС, оскільки крім зменшення у сироватці крові вмісту ЛПНЩ і ЛПДНЩ обмежується (через АО дію L-аргініну) ризик утворення їхніх окиснених форм, що мають провідне значення у атерогенезі.

Важливою у цьому плані є виявлена нами здатність L-аргініну за умов експериментального МС обмежувати в організмі щурів гіперкоагуляційні зрушення за зовнішнім шляхом, подовжувати кінцевий етап гемокоагуляції – утворення фібрину із фібриногену. 
Антитромботична дія L-аргініну також може бути пов’язана з його здатністю пригнічувати колаген-індуковану агрегацію тромбоцитів [89,135] та знижувати активність антиактиватора плазміногену-1 [167]. 
За нашими даними, механізми активації ПОЛ та зниження АО потенціалу у крові щурів за умов МС є пероксинітрит-залежними процесами. Ця точка зору ґрунтується на здатності скевенджеру цієї речовини L-селенометіоніну за умов відтворення МС зменшувати в крові концентрацію вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук) та їх приріст за час інкубації у прооксидантному буферному розчині у порівнянні з даними другої серії. Здатність пероксинітриту ініціювати ВРО через утворення гідроксильного радикала (.ОН) була підтверджена багатьма науковцями [187,261,288]. Саме .ОН радикали розглядаються як найбільш активні ініціатори ПОЛ, оскільки вони здатні взаємодіяти практично з усіма біомолекулами. Показана роль пероксинітриту в окисненні ліпопротеїнів, нуклеїнових кислот і білків, інактивації низки ферментів (α1-інгібітора протеїназ, тканинного інгібітора металопротеїназ, СОД) [261,288]. 

За нашими даними, введення L-селенометіоніну суттєво підвищує активність СОД та каталази в крові щурів за умов експериментального МС. Відомою є здатність пероксинітриту пригнічувати активність Cu-Zn-СОД і Mn-СОД шляхом нітрування тирозинового залишку, а також через зв'язування з міддю і зміною її валентності [261,288]. Слід зазначити, що утворення нітротирозинів є важливим маркером токсичності пероксинітриту, оскільки за умов інактивації тирозинкінази припиняється фосфорилювання білків, що викликає порушення внутрішньоклітинної сигналізації [288].

Нами виявлена здатність скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов відтворення МС істотно зменшувати прояви дисліпопротеїнемії та гіпертриацилгліцеролемії. Припускають, що пероксинітрит-залежні порушення ліпідного обміну можуть бути пов’язані зі стимулюванням через ушкодження ДНК поліольного та гексозамінного шляхів, активації протеїнкінази C [32]. 
За нашими даними, введення скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов відтворення МС обмежує в організмі щурів ступінь гіперкоагуляційних зрушень (за зовнішнім та внутрішнім шляхами гемокоагуляції), подовжує кінцевий етап гемокоагуляції – утворення фібрину із фібриногену та покращує фібринолітичну активність плазми крові. Раніше вже повідомлялося, що утворення пероксинітриту за умов дисліпідемії супроводжується агрегацією тромбоцитів [154,215], зокрема, через порушення протеолітичного процесингу фактора Віллебранда [195]. Виявлена також здатність пероксинітриту нітрувати головний протеїн системи фібринолізу – плазміноген, а також - окиснювати та нітрувати тромбоцитарні білки, що змінює їхні сигнальні та гемостатичні функції [223]. 

На підставі результатів власних досліджень та даних літератури [32,223,187,261] можна відмітити основні механізми патогенної дії пероксинітриту за умов МС:

1) посилення ВРО та порушення активності АО ферментів, утворенням модифікованих ліпопротеїнів;

2) утворення нітротирозинів з порушенням внутрішньоклітинної сигналізації;

3) активація протеолізу білків;

4) ушкодження ДНК із стимулюванням поліольного та гексозамінного шляхів, активацією протеїнкінази C з подальшим порушенням вуглеводного та ліпідного метаболізму;
5) нітрування та окиснення плазміногену та тромбоцитарних білків з розвитком тромбогенних і гіперкоагуляційних зрушень.

Таким чином, попередження основних ознак МС, за нашими даними, можливе, шляхом призначення L-селенометіоніну, оскільки він реагує з пероксинітритом і захищає модельні речовини від окиснення та нітрування, а плазмідну ДНК від однониткових розривів. 

Наявність тісних взаємовідносин між системою NO та NF-κB обґрунтовує доцільність визначення впливу ігнібіторів активації цього транскрипційного чинника на метаболічні процеси в організмі щурів за умов відтворення МС.

Ми досліджували дію двох сполук, здатних пригнічувати NF-κB – JSH-23 (4-метил-N-(3-фенілпропіл)бензол-1,2-діаміну) та метформіну гідрохлориду. Ці речовини мають різний механізм дії на нуклеарний фактор. Так, JSH-23 порушує процес транслокації NF-κB у ядро без впливу на деградацію IκB [194], а метформіну гідрохлорид – підвищує фосфорилювання АМФ-активованої кінази за участю PI-3-K, пригнічує фосфорилювання IKK та деградацію IκBα [173,178]. 

За нашими даними, призначення білим щурам як NF-κB JSH-23, так і метформіну гідрохлориду за умов експериментального МС знижує у крові концентрацію вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук). Отримані результати вказують, що пригнічення NF-κB зменшує ознаки прооксидантної дії, розвиток якої залежить від експресії генів, що беруть участь у реалізації окиснювального стресу (інтенсифікують генерацію активних форм кисню та вільнорадикальні реакції), наприклад, iNOS, IL-1β, -6, -12, -18, TNF-α, -β. 
У той же час, введення інгібіторів NF-κB (JSH-23, метформіну гідрохлориду) за умов експерименту підвищує в крові щурів антиоксидантний потенціал, але суттєво не впливає активність СОД і каталази, вміст у сироватці крові реактанту гострої фази запалення – церулоплазміну. Очевидно, пригнічення активації NF-κB запобігає експресії генів, що кодують СОД і церулоплазмін [127,232]. Зменшення утворення пероксиду водню у реакції за участю СОД обмежує вироблення та активність каталази, субстратом якої він є [104]. 

За нашими даними, введення білим щурам інгібіторів активації NF-κB JSH-23 і метформіну гідрохлориду за умов відтворення МС впливає і на вільнорадикальні процеси у аорті щурів: зменшує в її клітинах загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала та його генерацію НАДФН-залежними (мікросомальним та NOS) і НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ. Відповідно до результатів дослідження нашого співавтора Л.І. Ляшенко, проведенного з відтворенням такої ж моделі МС, продукція супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними і НАДН-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ контролюється nNOS через NF-κB-залежний механізм. Показана здатність nNOS забезпечувати down-регуляцію продукції наведеного радикала у тканинах пародонта щурів [62]. Збільшення за умов введення 7-NI вироблення супероксидного аніон-радикала усувається, за даними автора, призначенням JSH-23. 
Примітно, що згідно з одержаними нами результатами, за здатністю обмежувати вільнорадикальні процеси у крові та аорті щурів дія метформіну гідрохлориду порівняна з такою як у інгібітора ядерної транслокації NF-κB JSH-23. 
За нашими даними, призначення білим щурам інгібіторів активації NF-κB JSH-23 і метформіну гідрохлориду за умов експериментального МС істотно впливає на показники вуглеводного та ліпідного обміну, зокрема обмежує гіперглікемію, підвищує чутливість тканин до інсуліну, знижує прояви дисліпопротеїнемії та гіпертриацилгліцеролемії. 
Отримані нами дані узгоджуються з результатами досліджень інших дослідників, щодо ефективності метформіну гідрохлориду при корекції метаболічних розладів у пацієнтів з МС [59] та в експерименті, при утриманні мишей на дієті з високим вмістом фруктози (60 г фруктози /100 г корму) [105]. Так, експериментально доведено, що введення метформіну в дозі 50 мг/кг/доб, знижує продукцію ТАГ у сироватці крові мишей, що знаходились на дієті з високим вмістом фруктози, сприяє нормалізації печінкового глюконеогенезу. Призначення метформіну виявляє протизапальну дію, що реалізується шляхом зниження концентрації сироваткового церулоплазміну та експресії мРНК TNF-α в тканинах печінки цих тварин. Таким чином, отримані дані свідчать про протективний ефект метформіну на ліпідний обмін, а також на рівень експресії прозапальних факторів, пов'язаних з NF-κB-сигнальним шляхом у тканинах печінки мишей за умов експериментального МС [105]. Збільшення продукції ліпідів у печінці сприяє підвищенню мітохондріального β-окиснення ЖК, генерації продуктів ПОЛ, які стимулюють IKK з наступною активацією NF-κB [118]. Останній, як відомо, сприяє розвитку системної запальної відповіді. 
Примітно, що метформін здатний підвищувати біодоступність оксиду азоту на тлі лікування ЦД 2-го типу (особливо, за умов утворення  пероксинітриту та дефіциту тетрагідроптерину) [52]. Механізм дії метформіну в значній мірі обумовлений його впливом на АМФ-активовану протеїнкіназу, яка здатна фосфорилювати NOS, що призводить до активації останньої та збільшенню поглинання глюкози клітинами [122]. Нещодавно показана можливість прямого утворення NO із метформіну [241]. 

Одержані нами результати узгоджуються з концепцією прекондиціонування системи NF-κB сигналізації з розвитком головних компонентів МС (ІР, системного запалення, артеріальної гіпертензії, ЕД та дисліпідемії) [40,45].

Таким чином, корекція основних ознак МС, за нашими даними, можлива шляхом застосування інгібіторів NF-κB з різним механізмом дії – як метформіну гідрохлориду, дія котрого пов’язана з деградацією IκBα, так і JSH-23, який порушує процес транслокації NF-κB у ядро без впливу на деградацію IκB. Примітно, що за здатністю коригувати показники вуглеводного та ліпідного обміну у крові щурів дія JSH-23 та метформіну гідрохлориду є подібними.

У той же час, певною мірою відрізняється дія JSH-23 та метформіну гідрохлориду на процеси гемокоагуляції за умов відтворення МС. Так, призначення білим щурам JSH-23 за умов експерименту обмежує процес гіперкоагуляції за зовнішнім і внутрішнім шляхами, коригує час утворення фібрину та збільшує фібринолітичну активність плазми. Застосування метформіну гідрохлориду також обмежує процес гіперкоагуляції за зовнішнім і внутрішнім шляхами, проте істотно не впливає на стан кінцевого етапу гемокоагуляції (утворення фібрину) та фібриноліз.
Тобто, за здатністю коригувати показники гемокоагуляції ефективність метформіну гідрохлориду поступається JSH-23.

Можна припустити також вплив інгібіторів NF-κB у корекції тромбоцитарно-судинного гемостазу, оскільки нещодавно виявлена участь IKKβ у активації тромбоцитів [196], що потребує подальших досліджень.
Таким чином, підбиваючи підсумки дослідження механізмів метаболічних розладів за умов 60-денного утримання щурів на вуглеводно-жировій дієті, можна констатувати розвиток головних компонентів МС: інсулінорезистентності, вісцерального ожиріння, дисліпопротеїнемії, гіпертриацилгліцеролемії, системної запальної відповіді, окиснювального стресу та гіперкоагуляційних порушень.
У механізмах цих розладів (див. концептуальну схему ролі компонентів системи оксиду азоту та ядерного фактора κB у механізмах розвитку експериментального МС на рис. 8.1) важлива роль відводиться дизрегуляторним порушенням функціонування нейрональної та індуцибельної NO-синтаз, токсичній дії високоактивного пероксинітриту та активації нуклеарного фактора κB. 

Перспективними шляхами запобігання і корекції метаболічних та гемокоагулологічних розладів за умов МС може вважатися застосування інгібіторів iNOS (аміногуанідину), скевенджерів пероксинітриту та інгібіторів NF-κB. 



























Рис. 8.1. Концептуальна схема ролі компонентів системи оксиду азоту та ядерного фактора κB у механізмах розвитку експериментального МС.
ВИСНОВКИ

У дисертації наведене теоретичне узагальнення і розв’язання наукового завдання, що полягає у визначенні ролі компонентів системи оксиду азоту (різних ізоформ NO-синтази, її субстрату, пероксинітриту) та транскрипційного ядерного фактора κB у механізмах порушення окиснювальних процесів, вуглеводного, ліпідного обмінів та гемокоагуляції в організмі лабораторних тварин за умов відтворення експериментального метаболічного синдрому.

1. Утримання білих щурів на вуглеводно-ліпідній дієті протягом двох місяців супроводжується розвитком головних компонентів метаболічного синдрому: інсулінорезистентності (зменшення системної чутливості до інсуліну за даними підшкірного інсулінового тесту), вісцерального ожиріння (збільшення маси абдомінального жиру – в 2.3 рази, p<0.001), гіпертриацилгліцеролемії (підвищення концентрації триацилгліцеролів у сироватці крові – у 2.6 рази, p<0.001), дисліпопротеїнемії (збільшення вмісту ЛПНЩ і ЛПДНЩ у сироватці крові – на 31.9%, p<0.01) та системної запальної відповіді (підвищення концентрації гострофазного білка сироватки крові церулоплазміну – на 39.3%, p<0.05).

2. Відтворення метаболічного синдрому супроводжується розвитком декомпенсованого окиснювального стресу (збільшення концентрації ТБК-активних сполук у крові – на 58.3%, p<0.001, зменшенням антиоксидантного потенціалу крові, активності супероксиддисмутази – на 31.0%, p<0.01 і каталази у крові – на 34.5%, p<0.02, підвищенням продукції супероксидного аніон-радикала НАДФН-залежними (мікросомальним і NOS) – на 32.9%, p<0.01, і мітохондріальним – на 51.2%, p<0.001, електронно-транспортними ланцюгами у клітинах аорти щурів) та порушеннями процесу згортання крові (розвитком гіперкоагуляції за зовнішнім і внутрішнім шляхами, прискоренням кінцевого етапу гемокоагуляції (утворення фібрину) та пригніченням фібринолізу). 

3. Функціональна активність нейрональної NO-синтази за умов експериментального метаболічного синдрому обмежує в організмі щурів прояви інсулінорезистентності, активацію пероксидного окиснення ліпідів та різноспрямовано впливає на показники антиоксидантної системи крові, зменшує утворення супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів та ступінь гіперкоагуляційних зрушень за зовнішнім шляхом, але істотно не впливає на механізми внутрішнього шляху гемокоагуляції, утворення фібрину та фібринолітичну активність плазми крові. 

4. Функціональна активність індуцибельної NO-синтази за умов моделювання метаболічного синдрому посилює інсулінорезистентність, збільшує прояви дисліпопротеїнемії та гіпертриацилгліцеролемії, призводить до активації у крові білих щурів декомпенсованого пероксидного окиснення ліпідів, що супроводжується виснаженням антиоксидантного потенціалу, зменшенням активності супероксиддисмутази і каталази, збільшенням утворення супероксидного аніон-радикала у клітинах аорти щурів та сприяє розвитку гіперкоагуляційних зрушень, що супроводжується посиленням зовнішнього шляху згортання крові, його кінцевого етапу – утворення фібрину із фібриногену, порушенням фібринолітичної активності плазми крові без істотних змін внутрішнього шляху гемокоагуляції. 

5. Введення щурам L-аргініну під час відтворення метаболічного синдрому зменшує прояви дисліпопротеїнемії (зниження вмісту ЛПНЩ і ЛПДНЩ у сироватці крові – на 11.3%, p<0.05) без істотного впливу на рівень холестеролу, триацилгліцеролів та чутливість тканин до інсуліну у порівнянні з даними другої серії. При цьому в крові зменшується концентрація вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук, на 15.8%, p<0.01) та їх приріст за час інкубації у прооксидантному буферному розчині (на 19.2%, p<0.02), обмежується ступінь гіперкоагуляційних зрушень за зовнішнім шляхом, подовжується кінцевий етап гемокоагуляції – утворення фібрину із фібриногену.

6. Застосування скевенджеру пероксинітриту L-селенометіоніну за умов відтворення МС зменшує прояви дисліпопротеїнемії (зниження вмісту ЛПНЩ і ЛПДНЩ у сироватці крові – на 25.1%, p<0.01) та гіпертриацилгліцеролемії (на 36.2%, p<0.05), знижує в крові концентрацію вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук, на 23.7%, p<0.001) та їх приріст за час інкубації у прооксидантному буферному розчині (на 34.6%, p<0.001), підвищує активність супероксиддисмутази (на 30.9%, p<0.05) та каталази (на 55.2%, p<0.02), обмежує в організмі щурів ступінь гіперкоагуляційних зрушень (за зовнішнім та внутрішнім шляхами гемокоагуляції), подовжує кінцевий етап гемокоагуляції – утворення фібрину із фібриногену та покращує фібринолітичну активність плазми крові.

7. Введення щурам інгібіторів активації NF-κB JSH-23 і метформіну гідрохлориду за умов експериментального МС істотно впливає на показники вуглеводного та ліпідного обміну, зокрема обмежує гіперглікемію (відповідно на 13.3%, p<0.02, та 17.8%, p<0.05), підвищує чутливість тканин до інсуліну (відповідно у 2.38 рази, p<0.001, та 2.03 рази, p<0.001), знижує прояви дисліпопротеїнемії (зменшення вмісту ЛПНЩ і ЛПДНЩ у сироватці крові відповідно – на 26.9%, p<0.01, та 17.7%, p<0.02) та гіпертриацилгліцеролемії (відповідно на 53.7%, p<0.01, та 46.9%, p<0.01), проте суттєво не позначається на концентрації холестеролу. Застосування JSH-23 і метформіну гідрохлориду за умов експериментального МС знижує у крові концентрацію вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ТБК-активних сполук, відповідно – на 26.3%, p<0.001, та 23.7%, p<0.01), підвищує антиоксидантний потенціал, зменшує в клітинах аорти щурів загальний фон продукції супероксидного аніон-радикала (відповідно – на 21.6%, p<0.01, та 19.8%, p<0.01) та його генерацію НАДФН-залежними (на 19.1%, p<0.01, та 16.8%, p<0.01) і НАДН-залежним (на 14.3%, p<0.01, та 13.5%, p<0.01) електронно-транспортними ланцюгами.

8. Введення щурам інгібітора активації NF-κB JSH-23 за умов експериментального МС істотно впливає на показники згортання крові, зокрема, обмежує процес гіперкоагуляції за зовнішнім і внутрішнім шляхами, коригує час утворення фібрину та збільшує фібринолітичну активність плазми. Застосування метформіну гідрохлориду за умов відтворення МС обмежує процес гіперкоагуляції за зовнішнім і внутрішнім шляхами, проте істотно не впливає на стан кінцевого етапу гемокоагуляції (утворення фібрину) та фібриноліз. За здатністю коригувати показники гемокоагуляції ефективність метформіну гідрохлориду поступається JSH-23.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Одержані результати обґрунтовують доцільність використання вуглеводно-ліпідної дієти із застосуванням 20% розчину фруктози для відтворення метаболічного синдрому на білих щурах.

2. На підставі проведених досліджень доцільно рекомендувати  призначення інгібіторів індуцибельної NO-синтази, L-селенометіоніну та інгібіторів активації NF-κB як перспективних засобів корекції метаболічних та гемокоагуляційних розладів за умов МС.

3. Одержані результати обґрунтовують доцільність клінічного дослідження ефективності застосування інгібіторів активації NF-κB як ангіопротекторів, здатних попереджувати вільнорадикальні ушкодження артерій за умов метаболічного синдрому.
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