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Вільнорадикальні процеси зумовлюють зниження 
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Встановлено, що у старих щурів в плазмі, і в еритроцитах збільщується інтенсивність оксидатив-
ного і нітрозативного стресу. Внаслідок цього зростає частка нестабільних до кислотного гемолізу 
еритроцитів. У старих тварин вона становить 63,3 %, що у 5 разів більше порівняно з дорослими 
(12,6 %). Введення старим щурам per os протягом 14 діб 0,1мг/кг нанодисперсного дiоксиду церію 
(НДЦ) інгібувало інтенсивність і оксидативного, і, особливо, нітрозативного стресу, що відновлю-
вало стійкість еритроцитів до кислотного гемолізу. При цьому повністю нормалізувалася частка 
нестабільних еритроцитів, а також підвищувався (від 190,1±23,4 до 693,8±74,7 ум.од.) інтеграль-
ний індекс стійкості сумарної популяції еритроцитів до кислотного гемолізу. НДЦ у старих щурів 
нормалізує циркулюючі пули сірководню – підвищує знижені плазмові і, навпаки, знижує підвищені 
еритроцитарні.
Ключові слова: еритроцити,  нанодисперсний дiоксид церію, оксидативний і нітрозативний стрес, 
сірководень, старі щури 

ВСТУП

Раніше [1] ми показали, що  в плазмі та ери-
троцитах крові старих щурів підвищується 
генерація не тільки активних форм кисню 
(АФК), але і синтез активних форм азоту 
(АФА). Саме еритроцити є основними про-
дуцентами оксиду азоту (NO) в організмі, 
причому в цих клітинах наявний як de novo 
синтез  NO із L-аргініну [2], так і реутилі-
заційний [3,4]. Саме надмірний синтез NO 
вважається основною причиною передчас-
ного старіння [5]. Ще не зовсім зрозуміла в 
цьому процесі роль нещодавно відкритого 
газового трансмітера – сірководню (H2S). У 
старих щурів спостерігається «закиснення» 
крові і посилення в ній вільнорадикальних 
процесів.  При цьому еритроцити  піддають-

ся атаці  АФК і АФА, що супроводжується  
окисненням білків плазматичної мембрани, 
внаслідок чого, як було показано раніше [6], 
значно підвищується їх проникність для  іо-
нів Н+, що може мати  наслідком  передчасну 
некротичну загибель клітин через кислотний 
гемоліз. Ці передумови актуалізують пошук 
ефективних нетоксичних антиоксидантів, які 
для запобігання кислотного гемолізу  здатні 
пригнічувати не лише надмірну генерацію 
АФК, але також і АФА в плазмі та еритроци-
тах. Останнім часом як антиоксидант, у т.ч. 
для інгібування АФК-залежного апоптозу, 
широко використовують  нанодисперсний ді-
оксид церію (НДЦ) [7-10]. Доведено кардіо- і 
нейропротекторну його дію завдяки здатності  
інгібувати генерацію АФК і їх токсичний 
вплив [11-14]. Даних про вплив НДЦ на син-
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тез АФА і  H2S нема. Слід зауважити, що саме 
еритроцити часто використовують для оцінки 
антиоксидантної дії різних речовин [15,16].             
Мета роботи – дослідити дію НДЦ  на  генера-
цію АФК і АФА та синтез  H2S в крові старих 
тварин як можливих  регуляторів  кислотного 
гемолізу еритроцитів.

МЕТОДИКА

Досліди проводили на 10 дорослих  безпород-
них щурах  віком 6 міс і 10 старих особинах  
віком 24 міс. Старих щурів розділяли на дві 
групи по 5 тварин у кожній. Контрольній гру-
пі згодовували протягом 14 діб стандартний 
раціон віварію, а в питну воду добавляли бу-
фер, тоді як тваринам дослідної групи у питну 
воду добавляли суспензію НДЦ в буфері, 
приготовлену в Інституті мікробіології і віру-
сології НАН України з розрахунку по 0,1мг/
кг на добу. Через 14 діб тварин декапітували, 
відбирали кров, яку розділяли на плазму й 
еритроцити. Для оцінки мембраностабіліз-
увальної дії НДЦ використовували кінетич-
ний метод кислотного гемолізу [17] суспензії 
еритроцитів в ізотонічному середовищі 0,14 
M NaСl. У плазмі крові і в водному лізаті 
еритроцитів визначали стаціонарні пули H2S 
і показники, які характеризують ступінь ок-
сидативного та нітрозативного стресу. Bміст 
H2S визначали за описаним  методом [18], 
використовуючи дипіридилдисульфат (N,N-
DPD, „Sigma”, США),  вміст нітрат-аніона 
за методом Jsukahara [19],  використовуючи 
бруцин („Sigma”, США), вміст H2O2 визна-
чали за Kuthan та співавт. [20], швидкість 
генерації супероксидного радикала (˙О2ˉ) за 
окисненням цитохрому с (“Sigma”, США) 
методом Huwiler та Kohler [21], швидкість 
генерації гідроксильного радикала (.ОН) з 
використанням 2-дезокси-D-рибози (“Sigma”, 
США) за методом Conte та співавт. [22], вміст 
дієнових  кон’югатів (ДК) за Gavrilov та спі-
вавт. [23], малонового діальдегіду (МДА) за 
Uchiyama та Mihara [24]. вміст вільного заліза 
і сечової кислоти фотометричними методами 

з використанням добірок реактивів фірми 
“Філісит діагностика” (Україна, Дніпропе-
тровськ), вміст білка в плазмі крові та лізаті 
еритроцитів методом Лоурі [25]. Всі роботи 
з тваринами проводили відповідно до Закону 
України від 21.02.2006 №3447-ІV „Про захист 
від жорстокого поводження” та у відповід-
ності з етичними нормами і правилами ро-
боти з лабораторними тваринами. Отримані 
результати оброблені методами варіаційної 
статистики з використанням програм Excell 
(MS Office XP), SDUDENT (MS Excell) та 
Origin 6.0 («Microcall Inc.», США). 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ  ОБГОВОРЕННЯ

Мембранопротекторна дія НДЦ. Кислот-
на резистентність характеризує цілісність 
мембрани еритроцитів і ступінь її пошко-
дження за дії різних факторів (в т.ч. АФК 
і АФА) в процесі старіння. ЇЇ оцінювали за 
кінетичними показниками кислотного гемо-
лізу, що індукували 0,004N HCl [17]. З рис. 
1 видно, що у старих щурів частка лабільних 
(„старих”)  еритроцитів, що гемолізуються 
менше ніж за 2,5 хв, становить 63,3 %, що у  
5 разів більше порівняно з дорослими щурами  
(12,6 %). Це зумовлюється легкою проник-
ністю протонів у значної кількості червоних 
клітин крові контрольних  старих тварин.  У 
тварин яким вводили  НДЦ  повністю норма-
лізувалася частка лабільних еритроцитів, а 
також значно (від  190,1±23,4  до 693,8±74,7 
ум.од.)  підвищувався  інтегральний індекс 
стійкості еритроцитів до кислотного гемолізу. 

Вплив НДЦ на вміст H2S і рівні оксида-
тивного та нітрозативного стресу в ери-
троцитах і в плазмі крові старих щурів. 
У табл. 1-4 показано результати потужної 
антиокисної дії НДЦ як у плазмі, так і в ери-
троцитах, що  може бути однією з  причин  
відновлення ним стійкості мембран еритро-
цитів старих щурів до проникнення протонів 
і, як наслідок, до кислотного гемолізу, на що 
вказувалося вище.
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З табл. 1 видно, що в плазмі крові старих 
щурів значно посилюється інтенсивність 
вільнорадикального перекисного окиснення 
ліпідів (ПОЛ). Більш ніж у 3 рази підвищу-
ється вміст ранніх продуктів ПОЛ - дієнових 
кон’югатів. Вміст пізнього продукту ПОЛ  
малонового діальдегіду зростає більш ніж 
удвічі. Така  інтенсифікація процесу ПОЛ 
відбувається внаслідок зростання у 16 разів 
пулів вільного негемового заліза, що перед-
бачає можливу надпродукцію ˙ОН-радикала 
„класичним” шляхом із  Н2О2 у реакції Фен-
тона. Введення НДЦ  зменшувало  пули віль-
ного заліза і, як наслідок, інтенсивність ПОЛ. 

З табл.2 видно, що в плазмі крові старих 
щурів збільшується швидкість генерації ̇ OH-
радикала та ̇ О2ˉ (відповідно, у 5 та 3,6 рази),  
утричі  зростає вміст стабільного Н2О2. НДЦ 
властива активність і супероксиддисмута-
зи (СОД) [26], і каталази [27], він не лише 
інгібує генерацію ˙О2ˉ і його дисмутацію 
в Н2О2, але і сприяє „дезактивації” Н2О2, 
перетворюючи його на кисень. Тим самим 
інгібується утворення токсичного ˙ОН-ра-
дикала – ініціатора ланцюгової реакції ПОЛ. 

Якщо швидкість генерації ˙ОН-радикала і 
вміст Н2О2  в плазмі за дії НДЦ лише повні-
стю нормалізувалися, то швидкість утворення 
˙О2ˉ навіть достовірно знизилася відносно 
такого у дорослих тварин (див. табл.2). На 
відміну від неферментативного вільноради-
кального утворення ˙ОН-радикала в реакції 
Фентона, ˙О2ˉ, в основному, утворюється 
ферментативно при роботі різних оксидаз. 
Одна з найбільш активних з них, ксанти-
ноксидаза активується за гіпоксичних умов 
і є ключовим ферментом глибокої деградації 
пуринових нуклеотидів. Окиснюючи гі-
поксантин до ксантину, а останній до сечової 
кислоти, ксантиноксидаза одночасно генерує 
два радикали ˙О2ˉ [28]. Отже, пули сечової 
кислоти є одночасно маркерами генерації 
˙О2ˉ ксантиноксидазою, гіпоксичного стану 
і ступеня деградації пуринових нуклеотидів.

З табл.3 видно як у старих тварин зміню-
ються і як впливає НДЦ  на вміст у плазмі 
крові сечової кислоти, Н2S та нітрат-аніона. 
Майже вдвічі знижуються циркулюючі пули 
Н2S і, навпаки, зростають пули сечової кисло-
ти. Водночас циркулюючі пули нітрат-аніона 

Таблиця 1. Дія  нанодисперсного діоксиду церію (НДЦ) на перекисне окиснення ліпідів у плазмі крові старих 
щурів (M ± m, n=5)

Показник Дорослі Старі Старі та НДЦ

Дієнові кон’югати, нг/мг білка 3,44 ± 0,76 11,73 ± 1,76* 5,32 ± 1,09**

Негемове залізо, нмоль/мг білка 1,05 ±  0,12 16,81 ± 4,33* 2,86 ±  0,92*/**

Малоновий діальдегід,  
нмоль/мг білка 

15,95 ± 2,65 35,02 ± 5,79* 19,85 ± 3,07**

*Р<0,05 відносно значення у дорослих щурів; **- Р<0,05 відносно значення у контрольних старих 
щурів, які не отримували НДЦ

Таблиця 2. Дія нанодисперсного діоксиду церію (НДЦ) на швидкість генерації активних форм кисню і пули 
стабільного Н2О2 в плазмі крові старих щурів (M ± m, n=5)

Показник Дорослі Старі Старі та НДЦ

H2O2, пмоль/мг білка 2,11 ± 0,17 7,71 ± 0,49* 1,17 ± 0,1*/**

Швидкість генерації ˙O2
-, ум.од. 1,46 ± 0,22 4,34 ± 0,78* 1,22 ± 0,28**

Швидкість генерації ˙OH, ум.од. 1,32 ± 0,17 6,11 ± 1,13* 1,81 ±  0,16**
*Р<0,05 відносно значення у дорослих щурів; Р<0,05 відносно значення у контрольних старих щурів, 
які не отримували НДЦ
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зростають більше ніж у 4 рази, що свідчить 
про значне утворення пероксинітриту ( рис.2) 
при взаємодії оксиду азоту і супероксиду, а, 
отже, і про наявність ознак як оксидативного, 
так і нітрозативного стресу. Введення НДЦ  
нормалізувало вміст сечової кислоти і Н2S, 
але не нітрату, вміст якого знижувався до 
рівня втричі вищого від такого у дорослих 
тварин. Таким чином, у старих щурів НДЦ 
інгібує не лише утворення ˙О2

- за оксида-
тивного і NO за нітрозативного стресів, але 
саме завдяки цьому також і спонтанне утво-
рення  при їх взаємодії пероксинітриту та 
його вільнорадикальний (на радикали ˙NO2 
i ˙OH) розпад, або нерадикальне утворення 
аніонів  NO3

- при дисоціації (рис.2).  Нетоксич-
ний нітрат-аніон є основним циркулюючим 
метаболітом оксиду азоту, він  містить атоми 
кисню, що походять із обох (нітрозативного 
та оксидативного) шляхів метаболізму кисню 
(рис.2). Таким чином, підвищений вміст NO3

- є 
достатнім маркером для встановлення наявно-
сті і оксидативного, і нітрозативного стресу 
в плазмі і еритроцитах (табл.4) крові старих 
щурів, а також їх інгібування за дії НДЦ.

З табл.4 видно, що в еритроцитах старих 
щурів проявляються як оксидативний, так і 
нітрозативний стрес, про що свідчать підвище-
ний у 2,5 раза вміст нітрат-аніона. Як наслідок 
октивації ПОЛ радикалами ˙NO2 i ˙OH в ери-
троцитах старих щурів у 3,5 раза збільшується 
вміст МДА. Еритроцитарний пул сірководню 
у старих щурів підвищується у 1,5 раза, на 
відміну від плазмі крові, де він знижувався ( 
див. табл.3). В еритроцитах, як і в мітохондріях 
, наявний потужний фермент  3-меркаптопіру-
ватсульфотрансфераза, який може утворювати 
Н2S не лише за допомогою синтезу de novo, 
але і внаслідок реутилізації сульфіт-аніонів. За 
дії НДЦ в еритроцитах старих щурів не лише 
відсутні прояви оксидативного і нітрозативно-
го стресу, про що свідчить повна нормалізація 
еритроцитарних пулів NO3

- і МДА, але і знижу-
ються, навіть нижче рівня у дорослих тварин, 
еритроцитарні пули  Н2S.

На гігантського розміру активній поверх-
ні НДЦ атоми кисню можуть відновлювати 
іони Се4+ до Се3+ [9]. Це зумовлює описані 
його надзвичайні  антиоксидантні власти-
вості за дії токсикантів, радіації, чи в пато-

Таблиця 3. Дія нанодисперсного діоксиду церію (НДЦ) на пули сечової кислоти, сірководню та нітрат-аніона в 
плазмі крові старих щурів (M ± m, n=5)

Показник Дорослі Старі Старі та НДЦ

Сечова кислота, нмоль/мг білка 2,86 ± 0,22 4,16 ± 0,43* 2,34 ± 0,21**

Н2S, пмоль/ мг білка 27,1 ± 1,8 16,2 ± 3,1* 28,7 ±  2,4**

NO3
-, нмоль/мг білка 12,03 ±  1,18 54,80 ± 7,02* 37,22 ±3,30*/**

*Р<0,05 відносно значення у дорослих щурів; **- Р<0,05 відносно значення у контрольних старих 
щурів, які не отримували НДЦ 

Таблиця 4 Дія нанодисперсного діоксиду церію (НДЦ)  на пули  сірководню,  нітрат-аніона та малонового 
диальдегіду в еритроцитах  крові старих щурів (M ± m, n=5)

Показник Дорослі Старі Старі та НДЦ

Н2S, пмоль мг/ білка 76,1 ± 8,2 115,3 ± 10,7* 54,2 ±  4,1*/**

NO3
-, нмоль/мг білка 2,46 ±  0,36 6,1 ± 1,3* 1,69 ± 0,32**

Малоновий діальдегід, нмоль/мг білка 0,86 ± 0,11 3,04 ± 0,34* 1,23 ± 0,26**
*Р<0,05 відносно значення у  дорослих щурів; **- Р<0,05 відносно значення у контрольних старих 
щурів, які не отримували  НДЦ

Вільнорадикальні процеси зумовлюють зниження стійкості до кислотного гемолізу еритроцитів
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фізіологічних ситуаціях, як то за умов ішемії/
реперфузії серця чи головного мозку [7-14]. 

Надлишковий синтез NO не лише спри-
чинює розвиток багатьох судинних патологій 
[29], але і порушує еритропоез [30], що шкід-
ливо для поповнення популяції еритроцитів 
у крові старих тварин молодими, стійкими 
до кислотного гемолізу еритроцитами. Тим 
більше, що значна частина еритроцитів в 
крові старих тварин може легко гемолізува-
тися протонами (див.рис.1). Той факт, що 

НДЦ одночасно знижує кількість нестійких 
до кислотного гемолізу еритроцитів (див.
рис.1) і проявляє потужні антиоксидантні 
властивості (див. табл.1-4) показує, що ці 
процеси взаємопов’язані. При цьому нами  
вперше показано значне пригнічення за дії 
НДЦ не лише оксидативного, але і нітро-
зативного стресу. Вперше показано також 
регуляцію циркуляторних як плазмових, так 
і еритроцитарних пулів H2S , що також може 
забезпечувати  антигемолітичну дію НДЦ.

Рис.1. Зміни відсотка лабільних “старих” клітин (а) і iндексу стійкості (б) в еритроцитах дорослих (1), старих (2) та 
старих щурів, які отримували нанодисперсний діоксид церію (3).
*Р<0,05  відносно значення у дорослих щурів; **Р<0,05 відносно значення у контрольних старих щурів, які не отриму-
вали нанодисперсний діоксид церію
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Рис.2. Схема  утворення ˙ОН-радикалу та аніонів NO3
- за одночасної індукції у старих щурів і оксидативного, і нітроза-

тивного стресу (жирним шрифтом виділено атоми кисню в молекулі нітрат-аніону, які походять  із молекули супероксиду). 

А.В. Коцюруба, Б.С Коп’як, В.Ф. Сагач, М.Я.Співак 
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ВИСНОВКИ

1. У крові старих щурів збільшується інтен-
сивність як оксидативного, так і нітрозатив-
ного стресу. Внаслідок цього знижується 
стійкість еритроцитів до кислотного гемолізу.

2. Введення старим щурам 0,1мг/кг НДЦ 
per os протягом 14діб повністю відновлює 
стійкість мембрани  еритроцитів до кислот-
ного гемолізу.

3. Важливим біохімічним механізмом 
відновлення стійкості еритроцитів старих 
щурів за дії НДЦ є інгібування оксидативного 
стресу, тобто підвищеного генерування АФК 
в плазмі крові та в самих еритроцитах.

4. Вперше встановлено, що у старих щу-
рів НДЦ пригнічує генерацію АФА, в т.ч. ток-
сичного пероксинітриту, а також нормалізує 
циркулюючі пули сірководню - підвищує 
знижені плазмові, і навпаки, знижує підви-
щені еритроцитарні. 

А.В.Коцюруба, Б.С.Копьяк, В.Ф.Сагач, 
Н.Я.Спивак

СВОБОДНОРАДИКАЛЬНЫЕ ПРОЦЕССЫ 
ОБУСЛАВЛИВАЮТ СНИЖЕНИЕ СТОЙ-
КОСТИ К КИСЛОТНОМУ ГЕМОЛИЗУ 
ЭРИТРОЦИТОВ СТАРЫХ КРЫС, КОТОРОЕ 
ПРЕДОТВРАЩАЕТСЯ НАНОДИСПЕРС-
НЫМ ДИОКСИДОМ ЦЕРИЯ

Встановлено, что у старых крыс в плазме и в эритроци-
тах крови  увеличивается интенсивность оксидативного 
и нитрозативного стресса. Как следствие, возрастает 
часть нестабильных, гиперчувствительных к кислот-
ному гемолизу эритроцитов. У старых животных она 
составляет 63,3%, что в 5 раз больше чем у взрослых 
(12,6%). Введение старым крысам per os на протяжении 
14 суток 0,1мг/кг нанодисперсного диоксида церия (НДЦ) 
снижало интенсивность и оксидативного, и, особенно, 
нитрозативного стресса, что восстанавливало стойкость 
эритроцитов к кислотному гемолизу. При этом пол-
ностью нормализовалась часть нестабильных эритроци-
тов, а также увеличивалась (от 190,1±23,4 до 693,8±74,7 
усл.ед.) интегральный индекс стойкости сумарной 
популяции эритроцитов к кислотному гемолизу. НДЦ 
у старых животных нормализует циркулирующие пулы 
сероводорода – увеличивает сниженные плазменные и, 
наоборот, увеличивает повышенные эритроцитарные.
Ключевые слова: эритроциты, нанодисперстный диоксид 
церия, оксидативный и нитрозативный стресс, сероводород.

A.V. Kotsuruba1, B.S. Kopjak1,  
V.F. Sagach1, N.Ja.Spivak2

NANOСERIUM RESTORES THE ERYTHRO-
CYTES  STABILITY TO  ACID HEMOLYSIS 
BY INHIBІTION  OF OXYGEN AND NITRO-
GEN REACTIVE SPECIES IN OLD RATS

In experiments in vivo the effect of nanocerium (cerium 
oxide nanoparticles) on the stability of red blood 
cells to acid hemolysis, levels of both ROS and RNS 
generation and H2S pools in plasma and erythrocytes of 
old rats were investigated. In red blood cells of old rats 
the proton penetration into the matrix of erythrocytes 
showed a significant raising and  the fate of labile «aging» 
erythrocytes in old animals compared with adult were up-
regulated. These phenomena paralleled with significant 
up-regulation of ROS and RNS generation. Introduction for 
14 days per os to old rats 0.1 mg / kg of nanocerium fully 
restored resistance of erythrocytes to acid hemolysis by 
ROS and RNS in both plasma and erythrocytes reduction. 
Nanocerium decreased the erythrocytes and, conversely, 
significantly increased the plasma’s pools of H2S.
Key words: erythrocytes, acid hemolysis, old rats, proton 
penetration, cerium oxide nanoparticles, reactive oxygen 
and nitrogen metabolites, H2S.
1O.O. Bogomoletz Institute of physiology  NAS of Ukraine, 
Kyiv; 
2Institute of microbiology and virusology NAS of Ukraine, 
Kyiv
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The expression of CСN2, IQSEC, RSPO1, DNAJC15, 
RIPK2, IL13RA2, IRS1, and IRS2 genes in blood of obese 
boys with insulin resistance 
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The development of obesity and its metabolic complications is associated with dysregulation of various 
intrinsic mechanisms, which control basic metabolic processes via changes in the expression of numerous 
regulatory genes. We studied the expression of the subset of genes, which responsible for control of cell 
growth and glucose metabolism, in blood cells of obese boys with normal and impaired insulin sensitivity as 
well as in normal (control) individuals. It was shown that obesity with normal insulin sensitivity enhances 
the expression of IRS1, RIPK2, IL13RA2, RSPO1, IQSEC, and CCN2 genes, but decreases the expression 
level IRS2 and DNAJC15 genes in the blood cells as compared to control group. Insulin resistance in obese 
boys leads to up-regulation of IRS2, RSPO1, and DNAJC15 gene expressions as well as to down-regulation 
of IRS1 and RIPK2 genes in the blood cells versus obese patients with normal insulin sensitivity. Results of 
this study provide evidence that obesity affects the expression of the subset of genes related to cell growth 
and glucose metabolism in blood cells and that insulin resistance in obesity is associated with changes in 
the expression level of IRS1, IRS2, RIPK2, RSPO1, and DNAJC15 genes, which contribute to the develop-
ment of insulin resistance and glucose intolerance and possibly reflect some changes in fat tissue. 
Key words: mRNA expression; CСN2; IQSEC; RSPO1; DNAJC15; RIPK2; IL13RA2; IRS1; IRS2; blood; 
obesity; insulin resistance.

INTRODUCTION

The development of obesity as well as its meta-
bolic complications, the most profound public 
health problems, is associated with dysregula-
tion of numerous intrinsic mechanisms, which 
control most key metabolic processes, including 
cellular growth, glucose and lipid metabolism 
as well as insulin sensitivity [1–5]. Moreover, 
obesity as well as metabolic syndrome results 
from interactions between genes and environ-
mental factors and is associated with changes 
in gene expressions of regulatory network in 
various organs and tissues, but preferentially 
in adipose tissue [5–9]. Adipose tissue growth 

is in a center of obesity and tightly associated 
with glucose and lipid metabolism as well as 
cell proliferation processes and controlled by 
different interconnected regulatory factors 
and enzymes [10]. At the same time, the blood 
reflects numerous changes in different organs 
and tissues in diseases including obesity [7, 
10]. Special interest deserves the key regulatory 
enzymes and factors, which control glucose and 
lipid metabolism as well as cell growth [4, 2]. 

The insulin receptor substrate 1 (IRS1) as 
well as IRS2 is a cytoplasmic signaling molecule 
that mediates effects of insulin, insulin-like 
growth factor 1, and other cytokines by acting 
as a molecular adaptor between diverse recep-
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tor tyrosine kinases and downstream effectors 
through phosphorylation by the insulin recep-
tor tyrosine kinase upon receptor stimulation 
as well as other kinases [11, 12]. Moreover, 
mutations in IRS1 and IRS2 genes are associ-
ated with type 2 diabetes and susceptibility to 
insulin resistance because these factors mediate 
the control of various cellular processes by in-
sulin and dysregulation of these insulin receptor 
substrates is associated with PDGF-induced cell 
proliferation [12, 13]. There is data that genetic 
variation near IRS1 gene associates with reduced 
adiposity, decreased IRS1 expression, and an 
impaired metabolic profile, including an insulin 
resistance, dyslipidemia, risk of diabetes and 
decreased adiponectin levels [14]. Furthermore, 
IRS1 and IRS2 genes have both common and 
different regulatory mechanisms because the 
double-stranded RNA-dependent protein kinase 
differentially regulates IRS1 and IRS2 in HepG2 
cells [15].

The IL-13RA2 (interleukin-13 receptor-
alpha2) is overexpressed in malignant tumors 
and may induce invasion and metastasis in 
pancreatic cancer [16, 17]. Receptor-interacting 
serine/threonine-protein kinase 2 (RIPK2 
receptor-interacting protein-like interact-
ing caspase-like apoptosis regulatory protein 
(CLARP) kinase, is a multifunctional protein, 
which controls apoptosis [18, 19]. CCN family 
member 2 (CCN2), also known as CTGF (con-
nective tissue growth factor), is responsible for 
proliferation, differentiation, and cell adhesion, 
including mesenchymal stromal cells differen-
tiation into adipocytes [20, 21]. The IQSEC2 
(IQ motif and Sec7 domain 2) gene encodes a 
guanine nucleotide exchange factor for the ARF 
family of GTP-binding proteins, which plays 
multifunctional role including the regulation of 
cell proliferation. The RSPO1 (R-spondin homo-
log, Xenopus laevis, regulates WNT signaling 
and controls beta-cell growth and insulin secre-
tagogue [22, 23]. DNAJC15 (DNAJ (Hsp40) 
homolog, subfamily C, member 15) functions as 
co-chaperone of the human TIM23 pre-protein 
translocase and acts in the import of proteins 

into human mitochondria as well as promotes 
c-Jun degradation [24, 25].

The endoplasmic reticulum stress is also 
reco gnized as an important determinant of obe-
sity, insulin resistance, and impaired glucose 
tolerance and contributes to the expression 
profile of many regulatory genes resulting in 
peripheral insulin resistance and other obesity 
complications [6, 10, 26- 28], although detailed 
molecular mechanisms cannot be ruled out.

It is possible that identification of real 
mechanisms of metabolic abnormalities in obe-
sity as well as its complications at molecular 
and cellular levels helps to better understanding 
why obesity develops and why only a part of 
the obese individuals develops secondary meta-
bolic disorders. However, a detailed molecular 
mechanism of the involvement of different genes 
of regulatory network in the development of 
obesity and its complications are not clear yet 
and remains to be determined. 

The main goal of this study was to clarify the 
role of the subset of gene expressions, encoding 
for important cell growth factors and enzymes, 
which control glucose and lipid metabolism, in 
blood cells of obese boys for evaluation of its 
possible significance to development of obesity 
and insulin resistance.

METHODS

The 15 boys participate in this study. They were 
divided into three equal groups (5 subjects in 
each group): normal individuals as control 
and patients with obesity and with or without 
insulin resistance. All participants gave written 
informed consent and the studies were approved 
by the local research ethics committees of In-
stitute of Children and Adolescent Health Care 
of the National Academy of Medical Science 
of Ukraine.

Clinical characteristics of the study partici-
pants are shown in Table 1. The normal (control) 
participants were individuals with mean age 14 
± 0.7 years and mean body mass index (BMI) 
18.7 ± 0.12 kg/m2. The obese participants with 
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normal insulin sensitivity as well as the patients 
with insulin resistance were individuals with 
mean age (14 ± 0.6 and 14 ± 0.4 years, cor-
respondingly) and mean BMI (31.0 ± 0.40 and 
34.2 ± 2.39 kg/m2, correspondingly). 

Thus, BMI, which is a main criteria of 
obesity, in these last two groups of patients 
was significantly higher (+66 and +83 %, 
correspondingly; P<0.05 in both cases) as 
compared to control individuals (Table 1). 
Moreover, no significant changes were found 
in insulin resistance index in obese individuals 
as compared to control group, but in obese 
patients with impaired insulin sensitivity, versus 
control boys as well as obese subjects with 
normal insulin sensitivity, the insulin resistance 
index is significantly increased (3.7 and 3.2 
fold, correspondingly; P<0.05 in both cases), 
but decreased (almost two fold; P<0.05) (Table 
1). Similar results were observed in the fasting 
insulin levels: no significant changes in obese 
individuals and strong increase in obese children 
with insulin resistance (3.3 fold; P<0.05) as 
compared to control group. Fasting blood 
glucose levels were similar in all three groups 
of the study participants, but 2hrs oral glucose 
tolerant test was increased in obese boys with 
insulin resistance versus control group (+25 %; 
P<0.05) (Table 1).

RNA isolation. Trisol reagent (Invitrogen, 
USA) was used for RNA extraction from blood 
of normal (control) and obese individuals with 
or without insulin resistance.

Reverse transcription and quantitative 
real-time polymerase chain reaction analysis. 
The expression levels of genes related to 
regulation of cell growth and glucose homeostasis 
(CСN2, IQSEC, RSPO1, DNAJC15, RIPK2, 
IL13RA2, IRS1, and IRS2) were measured in 
blood cells by real-time quantitative polymerase 
chain reaction of complementary DNA (cDNA). 
QuaniTect Reverse Transcription Kit (QIAGEN, 
Germany) was used for cDNA synthesis. The 
7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems), Absolute QPCR SYBRGreen Mix 
(Thermo Scientific, UK) and pair of primers 
specific for each studied gene (Sigma/Aldrich, 
USA) were used for quantitative polymerase 
chain reaction Table 2). 

The expression of beta-actin mRNA was used 
as control of analyzed RNA quantity. The amplified 
DNA fragments were analyzed on a 2 % agarose 
gel and that visualized by 5x Sight DNA Stain 
(EUROMEDEA). An analysis of quantitative PCR 
was performed using special computer program 
“Differential expression calculator”. 

Statistical analyses were performed accor-
ding to Student’s t-test using OriginPro 7.5 
software. All values are expressed as mean 
± SEM from five independent experiments;  
P < 0.05 was considered as significant difference.

RESULTS AND DISCUSSION

We studied the expression of CСN2, IQSEC, 
RSPO1, DNAJC15, RIPK2, IL13RA2, IRS1, 

Table 1. Characteristics of the study participants.

Variable Control Obesity Obesity + IR
Age at visit (years) (n) 14 ± 0.73 (5) 14 ± 0.6 (5) 14 ± 0.38 (5)
Body mass index (BMI) (kg/m2) (n) 18.7 ± 0.12 (5) 31 ± 0.40 * (5) 34.2 ± 2.39 * (5)
Insulin resistance index (HOMA) (n) 2.36 ± 0.17 (5) 2.70 ± 0.28 (5) 8.70 ± 1.41*^ (5)
Fasting insulin (µIU/ml) (n) 13.0 ± 0.95 (5) 14.1 ± 1.35 (5) 43.4 ± 6.70 *^ (5)
Fasting glucose (mmol/l) (n) 4.1 ± 0.22 (5) 4.3 ± 0.14 (5) 4.5 ± 0.08 (5)
2h oral glucose tolerance test (OGTT) glucose 
(mmol/l) (n)

4.28 ± 0.08 (5) 5.08 ± 0.11 (5) 5. 36 ± 0.18 * (5)

Data are means ± SEM; IR – insulin resistance;  
*P < 0.05 versus control group; ^ - P < 0.05 versus obese group.
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and IRS2 genes in blood cells of three groups: 
normal (control) individuals, obese boys with 
normal insulin sensitivity and obese patients 
with insulin resistance. As shown in Fig. 1, 
the expression level of IRS1 gene is increased  
(+68 %; P < 0.05) in blood cells of obese boys 
with normal insulin sensitivity as compared to 
the group of control children. At the same time, 
the expression level of IRS2 gene is significantly 
decreased (more than 4fold; P < 0.05) in blood 
cells of this experimental group of obese chil-
dren (Fig. 1). Moreover, the development of 

Table 2. Characteristics of the primers used for quantitative real-time polymerase chain reaction.

Gene symbol Gene name Primer’s sequence
Nucleotide 
numbers in 
sequence

GenBank acces-
sion number

CCN2 
(CTGF, 
IGFBP8)

CCN family member 2 
(connective tissue growth 
factor; insulin-like growth 
factor-binding protein 8) 

F: 5’- actgtcccggagacaatgac  
R: 5’- tgctcctaaagccacacctt

1198–1217 
1527–1508

NM_001901

IQSEC2 
(BRAGL1)

IQ motif and Sec7 domain 
2 (a Sec7 domain-contain-
ing protein BRAG1)

F: 5’- atatggaggctcctgtggtg 
R: 5’- atatggaggctcctgtggtg

771–790 
1012–993 

NM_015075

1RS1 insulin receptor substrate 1
F: 5’- agtcccagcaccaacagaac 
R: 5’- tcatccgaggagatgaaacc

1094–1113 
1341–1322

NM_005544

IRS2 insulin receptor substrate 2
F: 5’- acctacgccagcattgactt 
R: 5’- aacaagggaaagaggcaggt

4469–4488 
4725–4706

NM_003749

DNAJC15
DnaJ (Hsp40) homolog, 
subfamily C, member 15

F: 5’- tgagtaggcgagaagctggt 
R: 5’- gcatcaatgtttggtggttg

676–695 
857–838

NM_013238

RSPO1
R-spondin homolog 
(Xenopus laevis)

F: 5’- tctgagtgatcgctttggtg
R: 5’- atctcagctggggacagaga

416–435 
650–631

NM_001038633

RIPK2 
(CARDIAK)

receptor-interacting serine/
threonine-protein kinase 2  
(CARD-containing inter-
leukin-1 beta-converting 
enzyme-associated kinase)

F: 5’- ttccaattttgggaatttgc  
R: 5’- atgcgccactttgataaacc

550–569 
829–810

NM_003821

IL13RA2 
(CT19)

interleukin 13 receptor, 
alpha 2 
(cancer/testis antigen 19)

F: 5’- tcttggaaacctggcatagg 
R: 5’- tctgatgcctccaaataggg

591–610 
742–723 

NM_000640

ACTB beta-actin
F: 5’- ggacttcgagcaagagatgg 
R: 5’- agcactgtgttggcgtacag

747–766 
980–961

NM_001101

insulin resistance in obese individuals is associ-
ated with down-regulation of IRS1 gene expres-
sion (-32 %; P < 0.05) in blood cells as compared 
to group of children with obesity and normal 
insulin sensitivity. We have also shown that 
the expression level of IRS2 gene is increased  
(+29 %; P < 0.05) in blood cells of obese chil-
dren with impaired glucose tolerance versus 
group of obese boys without insulin resistance 
(Fig. 1). 

This data has clearly demonstrated that 
obesity leads to significant dysregulation of 
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IRS1 and IRS2 gene expressions in blood cells, 
being more robust for IRS2 gene and that this 
dysregulation of insulin receptor substrate 
genes is contributed to the development of in-
sulin resistance and enhanced cell proliferation. 
Moreover, we have shown that development of 
impaired insulin sensitivity in obese individuals 
is associated with down-regulation of both IRS1 
and IRS2 genes and that obesity without insulin 
resistance and obesity with impaired insulin sen-
sitivity introduces diverse changes in IRS1 and 
IRS2 gene expressions. This data correlates to 
results of Yang et al. [15] that IRS1 and IRS2 are 
differentially regulated by the double-stranded 
RNA-dependent protein kinase in HepG2 cells 
and other authors [12, 13] that both of these 
genes may participate in the development of 
obesity and insulin resistance [30, 31]. 

Investigation of the expression level of 
receptor-interacting serine/threonine-protein 
kinase 2 gene in blood cells of obese boys with 
normal insulin sensitivity shown significant 
up-regulation of this gene expression (+69 %; 
P < 0.05) as compared to the group of control 
children (Fig. 2). At the same time, the expres-
sion level of RIPK2 gene is slightly decreased 
in blood cells of obese children, which have 

insulin resistance, versus group of obese boys 
with normal insulin sensitivity. As shown in Fig. 
2, the expression level of other gene encoded 
interleukin 13 receptor-alpha 2 is also strongly 
increased in blood cells of obese children  
(+82 %; P < 0.05), but development of insulin 
resistance does not change significantly the level 
of this gene expression.

It is possible that overexpression of IL13RA2 
and RIPK2 genes in obesity reflects its contri-
bution to development of obesity as regulatory 
factors controlling cellular growth, apoptosis, 
invasion and metastasis, because interleukin-13 
receptor-alpha2 is overexpressed in malignant 
tumors [16, 17]. Moreover, receptor-interacting 
serine/threonine-protein kinase 2 as multifunc-
tional protein controls both apoptosis and cyto-
kine responses [18, 19].

We also studied the expression of CCN2 
gene encoded connective tissue growth factor 
as well as IQSEC2 gene encodes a guanine 
nucleotide exchange factor for the ARF family 
of GTP-binding proteins in blood cells of obese 
children with and without insulin resistance. As 
shown in Fig. 3, the expression of CCN2 and IQ-
SEC2 genes is increased in obesity, being more 
robust for IQSEC2 gene (+19% for CCN2 gene 

Fig. 1. Relative expression level of insulin receptor substrate 1 (IRS1) and IRS2 mRNA in blood cells of normal boys (Control) 
and obese individuals with normal insulin sensitivity (Obesity) and obese patients with insulin resistance (Obesity + IR). The 
values of IRS1 and IRS2 mRNA expression were normalized to the beta-actin mRNA and are expressed as mean ± SEM and 
represented as a percent of control (100 %); n = 5; * - P < 0.05 vs group of control individuals; **P < 0.05 vs group of obese 
boys with normal insulin sensitivity
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Fig. 2. Relative expression level of receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 2 (RIPK2) and interleukin 13 receptor-alpha 
2 (IL13RA2) mRNA in blood cells of normal boys (Control) and obese individuals with normal insulin sensitivity (Obesity) and 
obese patients with insulin resistance (Obesity + IR). The values of RIPK2 and IL13RA2 mRNA expression were normalized 
to the beta-actin mRNA and are expressed as mean ± SEM and represented as a percent of control (100 %); n = 5; *P < 0.05 vs 
group of control individuals; **P < 0.05 vs group of obese boys with normal insulin sensitivity

and +57 % for IQSEC2 gene; both P < 0.05), 
though development of insulin resistance does 
not change significantly the expression level of 
both these genes. Enhanced expression of both 
CCN2 and IQSEC2 genes possibly contributes to 
obesity, because there is data that CCN2 gene is 
responsible for proliferation, differentiation, and 
cell adhesion, including mesenchymal stromal 
cells differentiation into adipocytes [20, 21]. 
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Fig. 3. Relative expression level of CCN family member 2 (CCN2), also known as connective tissue growth factor (CTGF), 
and IQ motif and Sec7 domain 2 (IQSEC2) mRNA in blood cells of normal boys (Control) and obese individuals with normal 
insulin sensitivity (Obesity) and obese patients with insulin resistance (Obesity + IR). The values of CCN2 and IQSEC2 mRNA 
expression were normalized to the beta-actin mRNA and are expressed as mean ± SEM and represented as a percent of control 
(100 %); n = 5; *P < 0.05 vs group of control individuals
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We next tested whether obesity also af-
fects the expression of RSPO1 and DNAJC15 
genes. As shown in Fig. 4, the expression level 
of RSPO1 gene is up-regulated in blood cells 
of obese boys with normal insulin sensitivity  
(+35 %; P < 0.05). Furthermore, the development 
of insulin resistance in obese individuals leads to 
additional increase of this gene expression (+12 %; 
P < 0.05). At the same time, DNAJC15 gene has 
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Fig. 4. Relative expression level of DNAJC15 (DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 15) and RSPO1 (R-spondin 
homolog, Xenopus laevis) mRNA in blood cells of normal boys (Control) and obese individuals with normal insulin sensitivity 
(Obesity) and obese patients with insulin resistance (Obesity + IR). The values of DNAJC15 and RSPO1 mRNA expression were 
normalized to the beta-actin mRNA and are expressed as mean ± SEM and represented as a percent of control (100 %); n = 5; 
*P < 0.05 vs group of control individuals; **P < 0.05 vs group of obese boys with normal insulin sensitivity
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been shown to exhibit distinct pattern of expression 
in blood cells in obesity with and without insulin re-
sistance (Fig. 4). Thus, the expression level of DNA-
JC15 gene is decreased in obese children with nor-
mal insulin sensitivity (-26 %; P < 0.05) and strongly 
increased in boys with obesity and insulin resistance  
(+77 %; P < 0.05). 

There is data that obesity is associated with 
insulin resistance and hyperinsulinemia [29] and 
increased expression of RSPO1 is agreed with 
this data, because this protein regulates WNT 
signaling and controls beta-cell growth as well 
as insulin secretagogue [22, 23].

Thus, results of this study provide evidence 
that obesity affects the expression of the subset of 
genes related to cell growth, apoptosis, and glucose 
metabolism in blood cells and that impaired insulin 
sensitivity in obesity is associated with changes 
in the expression level of IRS1, IRS2, RIPK2, 
RSPO1, and DNAJC15 genes, which possibly con-
tribute to the development of insulin resistance and 
glucose intolerance as well as reflect some changes 
in other tissues, including fat tissue. 

CONCLUSIONS 

1. Obesity (with normal insulin sensitiv-
ity) enhances the expression of IRS1, RIPK2, 

IL13RA2, RSPO1, IQSEC, and CCN2 genes, 
which control glucose metabolism and cell 
growth, in the blood cells versus control. 

2. The expression of IRS2, RSPO1, and 
DNAJC15 genes is up-regulated in blood cells 
of obese boys with insulin resistance versus 
obese patients with normal insulin sensitivity; 
however, the expression of IRS1 and RIPK2 
genes is down-regulated. 

3. This study has demonstrated that obesity 
affects the expression of the subset of genes re-
lated to the control of glucose metabolism and 
cellular growth and that insulin resistance in 
obesity is associated with changes in the expres-
sion level of IRS1, IRS2, RIPK2, RSPO1, and 
DNAJC15 genes in blood cells contributing to the 
development of the obesity and its complications.

Д.О. Мінченко, В.В. Давидов, О.А. Бурдейко, 
О.С. Молявко, Д.К. Кулешова, О.В. Тяжка,  
О.Г. Мінченко 

ЕКСПРЕСІЯ ГЕНІВ CСN2, IQSEC, RSPO1, 
DNAJC15, RIPK2, IL13RA2, IRS1 ТА IRS2 У 
КРОВІ ДІТЕЙ ЧОЛОВІЧОЇ СТАТІ ЗА УМОВ 
ОЖИРІННЯ ТА РЕЗИСТЕНТНОСТІ ДО 
ІНСУЛІНУ 

Розвиток ожиріння та його метаболічних ускладнень зу-
мовлений дисрегуляцією ключових механізмів, що контро-

The expression of CСN2, IQSEC, RSPO1, DNAJC15, RIPK2, IL13RA2, IRS1, and IRS2 genes
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люють основні метаболічні процеси за допомогою змін в 
експресії численних регуляторних генів. Ми дослідили 
експресію групи генів, які відповідальні за контроль росту 
клітин та метаболізму глюкози, у дітей чоловічої статі з 
ожирінням, що мали нормальну або порушену чутливість 
до інсуліну, а також у нормальних (контроль) індивідуумів. 
Показано, що ожиріння без порушення чутливості до 
інсуліну призводить до посилення експресії генів IRS1, 
RIPK2, IL13RA2, RSPO1, IQSEC та CCN2, але знижує 
рівень експресії генів IRS2 та DNAJC15 у клітинах крові 
при порівнянні з контрольною групою дітей. Порушення 
чутливості до інсуліну у дітей з ожирінням призводить до 
посилення експресії генів IRS2, RSPO1 і DNAJC15 та до 
зниження експресії генів IRS1 і RIPK2 у клітинах крові у 
порівнянні з пацієнтами, що мали ожиріння і нормальну 
чутливість до інсуліну. Результати цієї роботи свідчать 
про те, що ожиріння змінює у клітинах крові експресію 
групи генів, які контролюють ріст клітин та метаболізм 
глюкози, і що резистентність до інсуліну за умов ожиріння 
асоціюється зі змінами в рівні експресії генів IRS1, IRS2, 
RIPK2, RSPO1 та DNAJC15, які роблять певний внесок у 
розвиток цієї резистентності та порушення толерантності 
до глюкози і можливо віддзеркалюють певні зміни в інших 
тканинах. 
Ключові слова: експресія мРНК; CСN2; IQSEC; RSPO1; 
DNAJC15; RIPK2; IL13RA2; IRS1; IRS2; кров; ожиріння; 
резистентність до інсуліну.

Д.А. Минченко, В.В. Давыдов, Е.А. Бурдейко, 
О.С. Молявко, Д.К. Кулешова, А.В. Тяжкая,  
А.Г. Минченко 

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ CСN2, IQSEC, RSPO1, 
DNAJC15, RIPK2, IL13RA2, IRS1 И IRS2 В КРОВИ 
ДЕТЕЙ МУЖСКОЙ СТАТИ ПРИ ОЖИРЕНИИ 
И РЕЗИСТЕНТНОСТИ К ИНСУЛИНУ 

Развитие ожирения и его метаболических осложнений 
обусловлено дисрегуляцией ключевых механизмов, что 
контролируют основные метаболические процессы путем 
изменений в экспрессии многочисленных регуляторных 
генов. Ми изучили экспрессию группы генов, которые 
ответственны за контроль роста клеток и метаболизм глю-
козы, у детей мужского пола с ожирением, что имели нор-
мальную или нарушенную чувствительность к инсулину, а 
также у нормальных (контроль) индивидуумов. Показано, 
что ожирение без нарушения чувствительности к инсули-
ну приводит к усилению экспрессию генов IRS1, RIPK2, 
IL13RA2, RSPO1, IQSEC и CCN2, но снижает уровень 
экспрессии генов IRS2 и DNAJC15 в клетках крови при 
сравнении с контрольной группой детей. Резистентность 
к инсулину у детей с ожирением приводит к усилению 
экспрессии генов IRS2, RSPO1 и DNAJC15 и к снижению 
экспрессии генов IRS1 и RIPK2 в клетках крови в срав-
нении с пациентами, что имели ожирение и нормальную 
чувствительность к инсулину. Результаты этой работы 

свидетельствуют о том, что ожирение изменяет в клетках 
крови экспрессию группы генов, контролирующих рост 
клеток и метаболизм глюкозы. Более того, резистентность 
к инсулину при ожирении ассоциируется с изменениями 
в уровне экспрессии генов IRS1, IRS2, RIPK2, RSPO1 и 
DNAJC15, которые вносят определенный вклад в разви-
тие этой резистентности и нарушение толерантности к 
глюкозе и возможно отражают определенные изменения 
в других тканях. 
Ключевые слова: экспрессия мРНК; CСN2; IQSEC; 
RSPO1; DNAJC15; RIPK2; IL13RA2; IRS1; IRS2; кровь; 
ожирение; резистентность к инсулину.

REFERENCES 

1. Bray MS, Young ME. The role of cell-specific circa-
dian clocks in metabolism and disease. Obes Rev 2009; 
10(Suppl 2): 6–13.

2. Bray MS, Young ME. Regulation of fatty acid metabolism 
by cell autonomous circadian clocks: time to fatten up 
on information? J Biol Chem 2011; 286 (14): 11883–9.

3. Kovac J, Husse J, Oster H. A time to fast, a time to feast: 
the crosstalk between metabolism and the circadian clock. 
Mol Cells 2009; 282: 75–80. 

4. Ruderman NB, Carling D, Prentki M, Cacicedo JM. AMPK, 
insulin resistance, and the metabolic syndrome. J Clin 
Invest 2013; 123 (7): 2764–72.

5. Huang W, Ramsey KM, Marcheva B, Bass J. Circadian 
rhythms, sleep, and metabolism. J Clin Invest 2011; 121 
(6): 2133–41. 

6. Wang S, Kaufman RJ. The impact of the unfolded protein 
response on human disease. J Cell Biol 2012; 197 (7): 
857–67. 

7. Ando H, Kumazaki M, Motosugi Y, Ushijima K, Maekawa 
T, Ishikawa E, Fujimura A. Impairment of peripheral cir-
cadian clocks precedes metabolic abnormalities in ob/ob 
mice. Endocrinology 2011; 152 (4): 1347–54. 

8. Shimba S, Ogawa T, Hitosugi S, Ichihashi Y, Nakadaira 
Y, Kobayashi M, Tezuka M, Kosuge Y, Ishige K, Ito Y, 
Komiyama K, Okamatsu-Ogura Y, Kimura K, Saito M. 
Deficient of a clock gene, brain and muscle Arnt-like 
protein-1 (BMAL1), induces dyslipidemia and ectopic fat 
formation. PLoS One 2011; 6 (9): e25231.

9. Duong HA, Robles MS, Knutti D, Weitz CJ. A molecular 
mechanism for circadian clock negative feedback. Science 
2011; 332 (6036): 1436–9. 

10. Ozcan U, Cao Q, Yilmaz E, Lee AH, Iwakoshi NN, Ozdelen 
E, Tuncman G, Gorgun C, Glimcher LH, Hotamisligil GS. 
Endoplasmic reticulum stress links obesity, insulin action, 
and type 2 diabetes. Science 2004; 306: 457–61.

11. Ridderstrale M, Degerman E, Tornqvist H. Growth hor-
mone stimulates the tyrosine phosphorylation of the insulin 
receptor substrate-1 and its association with phosphati-
dylinositol 3-kinase in primary adipocytes. J Biol Chem 
1995; 270 (8): 3471–4 .

12. Copps KD, White MF. Regulation of insulin sensitivity 

D.O. Minchenko, V.V. Davydov, O.A. Budreiko, O.S. Moliavko, D.K. Kulieshova, O.V. Tiazhka, O.H. Minchenko



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 118

by serine/threonine phosphorylation of insulin receptor 
substrate proteins IRS1 and IRS2. Diabetologia 2012; 
55(10): 2565-82.

13. Zhao Y, Biswas SK, McNulty PH, Kozak M, Jun JY, 
Segar L. PDGF-induced vascular smooth muscle cell 
proliferation is associated with dysregulation of insulin 
receptor substrates. Am J Physiol, Cell Physiol 2011; 300 
(6): C1375–85.

14. Kilpelainen TO, Zillikens MC, Stancakova A, Finucane 
FM, Ried JS, Langenberg C, Zhang W, Beckmann JS, Luan 
J, Vandenput L. et al. Genetic variation near IRS1 associ-
ates with reduced adiposity and an impaired metabolic 
profile. Nat Genet 2011; 43 (8): 753–60.

15. Yang X, Nath A, Opperman MJ, Chan C. The double-
stranded RNA-dependent protein kinase differentially 
regulates insulin receptor substrates 1 and 2 in HepG2 
cells. Mol Biol Cell 2010; 21: 3449–58.

16. Fujisawa T, Joshi B, Nakajima A, Puri RK. A novel role 
of interleukin-13 receptor alpha2 in pancreatic cancer inva-
sion and metastasis. Cancer Res 2009; 69 (22): 8678–85.

17. Lai EW, Joshi BH, Martiniova L, Dogra R, Fujisawa T, 
Leland P, de Krijger RR, Lubensky IA, Elkahloun AG, 
Morris JC, Puri RK, Pacak K. Overexpression of inter-
leukin-13 receptor-alpha2 in neuroendocrine malignant 
pheochromocytoma: a novel target for receptor directed 
anti-cancer therapy. J Clin Endocrinol Metab 2009; 94 
(8): 2952–7.

18. Wu S, Kanda T, Nakamoto S, Imazeki F, Yokosuka O. 
Knockdown of receptor-interacting serine/threonine 
protein kinase-2 (RIPK2) affects EMT-associated gene 
expression in human hepatoma cells. Anticancer Res 
2012; 32: 3775–83.

19. Tigno-Aranjuez JT, Asara JM, Abbott DW. Inhibition of 
RIP2’s tyrosine kinase activity limits NOD2-driven cyto-
kine responses. Genes Dev 2010; 24: 2666–77.

20. Chang CC, Hsu WH, Wang CC, Chou CH, Kuo MY, Lin 
BR, Chen ST, Tai SK, Kuo ML, Yang MH. Connective 
tissue growth factor activates pluripotency genes and 
mesenchymal-epithelial transition in head and neck cancer 
cells. Cancer Res 2013; 73 (13): 4147–57.

21. Battula VL, Chen Y, Cabreira Mda G, Ruvolo V, Wang Z, 
Ma W, Konoplev S, Shpall E, Lyons K, Strunk D, Bueso-
Ramos C, Davis RE, Konopleva M, Andreeff M. Connective 

tissue growth factor regulates adipocyte differentiation of 
mesenchymal stromal cells and facilitates leukemia bone 
marrow engraftment. Blood 2013; 122 (3): 357–-66.

22. Wong VS, Yeung A, Schultz W, Brubaker PL. R-spondin-1 
is a novel beta-cell growth factor and insulin secretagogue. 
J Biol Chem 2010; 285 (28): 21292–302.

23. Lau YF, Li Y. The human and mouse sex-determining SRY 
genes repress the Rspol/beta-catenin signaling. J Genet 
Genomics 2009; 36 (4): 193–202. 

24. Schusdziarra C, Blamowska M, Azem A, Hell K. 
Methylation-controlled J-protein MCJ acts in the import 
of proteins into human mitochondria. Hum Mol Genet 
2013; 22 (7): 1348-1357. 

25. Hatle KM, Neveu W, Dienz O, Rymarchyk S, Barrantes 
R, Hale S, Farley N, Lounsbury KM, Bond JP, Taatjes D, 
Rincon M. Methylation-controlled J protein promotes c-
Jun degradation to prevent ABCB1 transporter expression. 
Mol Cell Biol 2007; 27 (8): 2952-2966. 

26. Lee J, Ozcan U. Unfolded Protein Response Signaling and 
Metabolic Diseases. J Biol Chem 2014; 289 (3): 1203–11.

27. Minchenko OH, Kubaichuk KI, Minchenko DO, Kova-
levska OV, Kulinich AO, Lypova NM. Molecular mecha-
nisms of ERN1-mediated angiogenesis. Int J Physiol 
Pathophysiol 2014; 5 (1): 1–22.

28. Yuzefovych LV, Musiyenko SI, Wilson GL, Rachek LI. Mi-
tochondrial DNA damage and dysfunction, and oxidative 
stress are associated with endoplasmic reticulum stress, 
protein degradation and apoptosis in high fat diet-induced 
insulin resistance mice. PLoS One 2013; 8 (1): e54059.

29. Minchenko D, Ratushna O, Bashta Y, Herasymenko R, 
Minchenko O. The expression of TIMP1, TIMP2, VCAN, 
SPARC, CLEC3B and E2F1 in subcutaneous adipose 
tissue of obese males and glucose intolerance. CellBio 
2013; 2 (2): 25–33.

30. Long YC, Cheng Z, Copps KD, White MF. Insulin receptor 
substrates Irs1 and Irs2 coordinate skeletal muscle growth 
and metabolism via the Akt and AMPK pathways. Mol 
Cell Biol 2011; 31 (3): 430-41.

31. Guo S, Copps KD, Dong X, Park S, Cheng Z, Pocai A, 
Rossetti L, Sajan M, Farese RV, White MF. The Irs1 
branch of the insulin signaling cascade plays a dominant 
role in hepatic nutrient homeostasis. Mol Cell Biol 2009; 
29 (18): 5070-83.

The expression of CСN2, IQSEC, RSPO1, DNAJC15, RIPK2, IL13RA2, IRS1, and IRS2 genes

Received 08.09.2014



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 1 19

УДК 616.831-005.1/.6:548.33

В.Ю. Гарбузова1, Д.А. Строй2, В.Є. Досенко2, Є.І. Дубовик1, А.О. Бороденко1,  
К.А. Шимко1, О.А. Обухова1, О.В. Атаман1

Асоціація поліморфізму генів системи матриксного 
Gla-протеїну з розвитком ішемічного  
атеротромботичного інсульту 
1 Cумський державний університет;  
2 Інститут фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України, Київ 
vikgarbuzova@yandex.ru

Наведено результати визначення 10 поліморфізмів генів системи матриксного Gla-протеїну (ген 
MGP – T-138→С (rs1800802), G-7→A (rs1800801), Thr83→Ala (rs4236); ген VDR – FokI (rs2228570), 
BsmI (rs1544410), ApaI (rs7975232), TaqI (rs731236), ген GGCX – Arg325→Gln (rs699664), ген VKORС1 
– T2255→C (rs2359612), ген BMP-2 – Ser37→Ala (rs2273073)) у 170 хворих з ішемічним атеротром-
ботичним інсультом (ІАТІ) і 124 здорових індивідуумів (контрольна група). Встановлено, що існує 
зв’язок між ІАТІ і поліморфними варіантами генів MGP (G-7→A) та VKORC1 (Т2255→С). Ризик 
розвитку ІАТІ у носіїв мінорного алеля A/A (G-7→A-поліморфізм) у 2,6 вищий, ніж у носіїв основного 
алеля (G/A+G/G), а у осіб з генотипом С/С (Т2255→С-поліморфізм) у 2,2 раза більший, ніж у гомозигот 
за основним алелем. Збіг у пацієнтів генотипів T/C і G/G, C/C і G/A, а також генотипу A/A (G-7→A-
поліморфізм) із будь-яким з генотипів за Т2255→С-поліморфізмом збільшує ризик розвитку ІАТІ.

Ключові слова: матриксний Gla-протеїн, поліморфізм генів, ішемічний інсульт.
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ВСТУП

Чинниками, з якими пов’язують розвиток 
ускладнень артеріосклерозу, серед яких 
і ІАТІ, є кальцифікація артерій, яка може 
відбуватися як в інтимі (мінералізація ате-
росклеротичних бляшок), так і в середньому 
шарі судинної стінки (склероз Менкеберга) 
[1,2]. На думку багатьох авторів відкладання 
солей кальцію в структурах артерій - неспри-
ятливий прогностичний фактор, що свідчить 
про високу ймовірність настання фатальних 
ускладнень [3,4]. Однією з центральних ланок 
у захисті судин від ектопічної кальцифікації 
є білок – матриксний Gla-протеїн (MGP), 
наявність якого в тканинах перешкоджає як 
ініціюванню патологічного обвапнення, так 
і його поширенню [5,6]. У великій кількості 
праць удалося з’ясувати механізми регуляції 

експресії гена MGP, і виявити можливі шляхи 
реалізації антикальциногенних властивос-
тей відповідного білка. Це дало підстави 
говорити про функціональну систему MGP, 
до якої можуть бути зараховані, крім самого 
протеїну, такі чинники, як рецептор вітаміну 
D (VDR) – важливий регулятор експресії гена 
MGP, ферменти, що беруть участь у біохіміч-
них перетвореннях MGP, вітамін К-оксидо-
редуктаза (VKOR) і γ-глютамілкарбоксилаза 
(GGCX), а також можливі мішені для MGP, 
зокрема кістковий морфогенетичний протеїн 
(BMP-2). Ефективна діяльність цієї системи 
може залежати від багатьох факторів, серед 
яких поліморфізм генів, що кодують струк-
туру відповідних білків. Сьогодні вивчається 
зв’язок різних алельних варіантів гена MGP 
з серцево-судинними захворюваннями (ате-
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росклероз, інфаркт міокарда, інсульт) [7-11], 
остеопорозом [12], сечокам’яною хворобою 
[13], втратою зубів [14], інтоксикацією свин-
цем [15]. Отримані дані неоднозначні і досить 
суперечливі. Комплексні дослідження, у яких 
би вивчалася роль генетичного поліморфізму 
MGP і пов’язаних із ним протеїнів у розвитку 
серцево-судинних недуг, до цього часу не 
проводилися. У зв’язку з цим метою нашої 
роботи було вивчення частоти алельних 
варіантів генів системи MGP (MGP, VDR, 
VKORС1, GGCX, BMP-2) у хворих з ІАТІ і про-
ведення аналізу комплексного впливу вивчених 
поліморфізмів на розвиток хвороби.

МЕТОДИКА

Дослідження проведено із використанням ве-
нозної крові 170 хворих з ІАТІ (42,4% жінок і 
57,6% чоловіків) віком від 40 до 85 років (се-
редній вік – 64,7 ± 0,73 роки), що перебували 
на диспансерному обліку в поліклінічному 
відділенні Сумської клінічної лікарні №5.

Ішемічний характер інсульту встановлю-
вався за даними анамнезу і клінічної картини 
хвороби, результатами МРТ-дослідження 
головного мозку. Патогенетичний варіант 
інсульту визначали відповідно до критеріїв 
TOAST [16]. 

Група контролю складалася з 124 пра-
ктично здорових донорів, у яких відсутність 
серцево-судинної патології підтверджували 
збирання анамнестичних даних, зняття елек-
трокардіограми і вимірювання артеріального 
тиску.

Контрольна група і група хворих з ІАТІ не 
відрізнялися за співвідношенням осіб різної 
статі (P=0,294 за χ2-критерієм), проте середній 
вік першої (76,7±0,93 роки) був істотно ви-
щим, ніж другої (P < 0,001). Остання обстави-
на збільшувала надійність контролю, оскільки 
зменшувалася ймовірність розвитку ІАТІ у 
пацієнтів контрольної групи в майбутньому.

Венозну кров набирали в стерильних 
умовах у моновети об’ємом 2,7 мл із каліє-
вою сіллю етилендіамінтетраоцтової кис-

лоти (11,7 мМ) (“Sarstedt”, Німеччина), 
заморожували та зберігали при температурі 
–20 °С. ДНК виділяли з цільної крові з ви-
користанням наборів DIAtom DNA Prep 200 
(«Isogene», Росія).

У роботі було вивчено 10 поліморфіз мів: 
промотору гена MGP T-138→С (rs 1800802), 
стартової точки гена MGP G-7→A (rs 1800801), 
4-го екзону гена MGP Thr83→Ala (rs 4236), 
2-го екзону гена VDR FokI (rs 2228570), 8-го 
інтрону гена VDR BsmI (rs 1544410) і АраІ 
(rs 7975232), 9-го екзону гена VDR TaqI (rs 
731236), 8-го екзону гена GGCX Arg325→Gln 
(rs 699664), 2-го інтрону гена VKORС1 
T2255→C (rs 2359612), 2-го екзону гена BMP-2 
Ser37→Ala (rs 2273073).

Алельний поліморфізм вивчали методом 
полімеразної ланцюгової реакції з подальшим 
аналізом довжини рестрикційних фрагментів 
(PCR-RFLP) (табл. 1). Використовували прай-
мери, синтезовані фірмою “Metabion” (Німеч-
чина), і ферменти (Taq-полімераза і рестрик-
тази) фірми “Thermo Scientific” (США). PCR 
проводили в термоциклері GeneAmp PCR 
System 2700 (“Applied Biosystems”, США). 
Ампліфікати після рестрикції розділяли в 
2,5 % агарозному гелі, що містив 10 мкг/мл 
бромистого етидію. Візуалізацію ДНК після 
електрофорезу здійснювали за допомогою 
трансілюмінатора («Біоком», Росія). 

Статистичний аналіз провели з викорис-
танням середовища для статистичної обробки 
інформації R, а також програми MDR версії 
2.0. Перевірку різниці розподілу генотипів 
здійснювали за допомогою χ2-критерію Пір-
сона. Відмінність вважали статистично значи-
мою при P < 0,05. Для прогнозування ризику 
виникнення ІАТІ використовували метод ло-
гістичної регресії. Вибір головних предикто-
рів розвитку ускладнень атеросклеротичного 
процесу серед вивчених поліморфізмів здій-
снювали методом “Random Forest” [17-20]. 
І нарешті для виявлення та характеристики 
міжгенних взаємодій використовували ме-
тод MDR (від англ. multifactor dimensionality 
reduction) [21]. 
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Генотипування хворих із ІАТІ по десяти 
сайтах генів системи MGP і порівняння одер-
жаних даних з результатами рестрикційного 
аналізу в контрольній групі дало змогу вста-
новити частоту, з якою зустрічаються певні 
варіанти цих генів (табл. 2). Розподіл алель-
них варіантів у хворих із ІАТІ і практично 
здорових осіб достовірно відрізнявся тільки 
для генів MGP за поліморфізмом G-7→A  
(Р = 0,051) і VKORС1 за поліморфізмом 
Т2255→С (Р = 0,043). Таким чином, існує 
зв’язок між даними поліморфізмами і розвит-
ком ІАТІ. Використання методу логістичної 
регресії підтвердило цей висновок: у носіїв 
генотипу A/A за поліморфізмом G-7→A ризик 
розвитку ІАТІ у 2,6 раза вищий, ніж у носіїв 
основного алеля (G/A+G/G). У жінок він ще 

більший: особи жіночої статі, гомозиготні за 
мінорним алелем (A/A), у 6,6 раза частіше 
хворіють на ІАТІ, ніж жінки-носії основного 
алеля (G/A+G/G) (табл. 3). У носіїв генотипу 
С/С за поліморфізмом Т2255→С гена VKORC1 
ризик ІАТІ у 2,2 раза більший, ніж у гомози-
гот за основним алелем (табл. 4). 

Результати комплексного аналізу часто-
ти алельних варіантів генів системи MGP у 
пацієнтів з серцево-судинними захворюван-
нями нечисленні. У 2010 р. Shyu та співавт. 
досліджували зв’язок поліморфних варі-
антів генів GGCX (Gln325→Arg), VKORC1 
(rs9923231) та NQO1 (Pro187→Ser) з ІАТІ і 
виявили статистично значимий протективний 
ефект зазначених поліморфізмів відносно ри-
зику розвитку ішемічного інсульту. Синергізм 
досліджуваних локусів був більш вираженим 
у пацієнтів, які не вживали спиртних напоїв 

Таблиця 1. Методика проведення полімеразної ланцюгової реакції 

Ген,  

поліморфізми
Праймери

Температура 

відпалу (час)

Розмір амплі-

фікатів (пари 

основ)

Рестриктаза

Розмір 

фрагментів 

рестрикції
MGP, T-138→С 

(rs 1800802)

П:5`-AAGCATACGАТGGCCAAAACTTCTGCA-3` 

З: 5`-GAACTAGCAТТGGAACTTTTCCCAACC-3`
57°С (60 с) 142 BseNI 118, 24

MGP, G-7→A

(rs 1800801)

П: 5`-CTAGTTCAGTGCCAACCCTTCCCCACC-3`

З: 5`-TAGCAGCAGTAGGGAGAGAGGCTCCCA-3`
64,5°С (45 с) 500 NcoI 240, 260

MGP, 

Thr83→Ala  

(rs 4236)

П: 5`-TCAATAGGGAAGCCTGTGATG-3`

З: 5`-AGGGGG ATACAAAATCAGGTG-3`
64,5°С (45 с) 173 Eco47І 127, 46

VDR, FokI

(rs 2228570)

П: 5`-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTG-3`

З: 5`-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3`
64,5°С (45 с) 267 FokI 204, 63

VDR, BsmI

(rs 1544410)

П: 5`-AGGGAGACGTAGCAAAAGGAG-3`

З: 5`-TGTCCCCAAGGTCACAATAAC-3`
60°С (45 с) 425 BsmI 232, 193

VDR, ApaI

(rs 7975232)

П: 5`-CAGAGCATGGACAGGGAGCAA-3`

З: 5`-CACTTCGAGCACAAGGGGCGTTAGC-3`
64,5°С (45 с) 501 ApaI 284, 217

VDR, TaqI

(rs 731236)

П: 5`-CAGAGCATGGACAGGGAGCAA-3`

З: 5`-CACTTCGAGCACAAGGGGCGTTAGC-3`
64,5°С (45 с) 501 TaqI 294, 207

GGCX,

Arg325→Gln

(rs 699664)

П: 5`-GGAGAAGTCTCCTAAGGGAACG-3`

З: 5`-AGTC CAGCCTTTGCTGTACACT -3`
65°С (30 с) 384 XmnI 216, 168

VKORС1,

T2255→C

(rs 2359612)

П:5’-GAACAGAGAGAGGAACCAAGGGAGTGGA-3’

З: 5’-TCTGAACCATGTGTCAGCCAGGACC-3’
62,5°С (45 с) 198 NcoI 172, 26

BMP-2,

Ser37→Ala

(rs 2273073)

П: 5’-CTCACGTCGGTCCTGTC C-3’

З: 5’-CCCTGCTCCATGCCTCAC-3’
60°С (60 с) 393 Hpy99I 253, 140
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та не були курцями [22]. Дослідження інших 
авторів довели, що поліморфізм першого 
інтрону С1173→Т гена VKORС1 асоційова-
ний з кальцифікацією кровоносних судин і 
є важливим генетичним фактором розвитку 
атеросклерозу [23]. Wang та співавт., вивча-

ючи розподіл генотипів за Т2255→С-полімор-
фізмом гена VKORC1, виявили, що наявність 
С-алелю більше ніж удвічі підвищує ризик 
розвитку ішемічної хвороби серця та інсульту 
та понад у три рази − розшарування аорти 
[24]. Проте Hindorff та співавт. не підтвердили 

Таблица 2. Розподіл алельних варіантів за поліморфізмами генів системи MGP у контрольній групі  
та у хворих з ішемічним атеросклеротичним інсультом (ІАТІ) 

Ген, поліморфізми
Контрольна група

(1/1 : 1/2 : 2/2)
Хворі на ІАТІ
(1/1 : 1/2 : 2/2)

Р

MGP, T-138→С 
(rs 1800802)

59,7 : 35,5 : 4,8 61,2 : 31,2 : 7,6 0,521

MGP, G-7→A 
(rs 1800801)

43,5 : 50,0: 6,5 35,9 : 48,8 : 15,3 0,051

MGP, Thr83→Ala
(rs 4236)

34,7 : 53,2 : 12,1 39,4 : 48,8 : 11,8 0,701

VDR, FokI
(rs 2228570)

27,4 : 48,4 : 24,2 23,5 : 53,5 : 22,9 0,654

VDR, BsmI
(rs 1544410)

46 : 41,9 : 12,1 41,8 : 43,5 : 14,7 0,707

VDR, ApaI
(rs 7975232)

31,5 : 42,7 : 25,8 26,5 : 50,0 : 23,5 0,454

VDR, TaqI
(rs 731236)

43,5 : 45,2 : 11,3 40,0 : 48,2 : 11,8 0,829

GGCX, Arg325→Gln
 (rs 699664)

36,3 : 50,8 : 12,9 31,8 : 50,0 : 18,2 0,423

VKORС1, T2255→C 
(rs 2359612)

36,3 : 42,7 : 21,0 25,3 : 42,4 : 32,4 0,043

BMP-2, Ser37→Ala
(rs 2273073)

44,4 : 39,5 : 16,1 38,2 : 37,6 : 24,1 0,231

Примітка: 1/1:1/2:2/2 – співвідношення гомозигот за основним алелем, гетерозигот і гомозигот за мі-
норним алелем; Р – показник значимості відмінностей у розподілі генотипів між контрольною групою 
та хворими на ІАТІ

Таблиця  3. Аналіз ризику ішемічного атеросклеротичного інсульту залежно від генотипу за G-7→A  
поліморфізмом гена MGP в осіб жіночої і чоловічої статей 

Група CR SE WS P OR
95% CI для OR

нижній
95% CI для OR

верхній
Загалом 0,962 0,423 5,174 0,023 2,618 1,142 6,000

Жінки 1,894 0,775 5,976 0,015 6,645 1,456 30,339

Чоловіки 0,207 0,550 0,142 0,706 1,230 0,419 3,617
Примітка: порівнюються гомозиготи за мінорним алелем (A/A) з носіями основного алеля (G/A+G/G); 
CR – коефіцієнт регресії; SE – стандартна похибка; WS – статистика Вальда; P – статистична значимість; 
OR – відношення ризику; CI – довірчий інтервал
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цього висновку. Вивчаючи зв’язок групи полі-
морфізмів гена VKORC1, серед яких Т2255→C, з 
інфарктом міокарда та іншими серцево-судин-
ними хворобами, автори показали, що жоден із 
досліджуваних поліморфних варіантів не був 
асоційований з розвитком захворювань серця 
і судин, що вивчалися [25]. 

Наступним кроком нашого дослідження 
стало вивчення поєднаного впливу полімор-
фізму генів системи MGP і з’ясування їх 
спільного внеску в розвиток ІАТІ. Подібний 
аналіз надав можливість виявити найінфор-
мативніші комбінації поліморфних локусів, 
які у разі поєднаного впливу мають найбіль-
ше значення у розвитку ІАТІ. Першим в алго-
ритмі аналізу даних був застосований метод 
“Random Forest”. Він дав змогу побудувати 

модель, яка відображає всі досліджувані по-
ліморфізми (предиктори) згідно з рівнем їх 
важливості (ступенем внеску в розвиток ІАТІ 
та здатністю прогнозувати ризик його виник-
нення). Згідно з цим методом дослідження 
найбільш важливим серед усіх предикторів є 
T2255→C-поліморфізм гена VKORC1 (рис. 1). 

Для вдосконалення класифікаційної моде-
лі був використаний метод селекції найбільш 
значимих предикторів, запропонований C. 
Strobl [20]. Згідно з цим, рандомізаційна 
значимість факторів ризику, що мають незна-
чний вплив на ризик виникнення захворю-
вання, коливається близько нуля. Абсолютне 
значення чинника з найменшим показником 
рандомізаційної важливості є пороговою і 
опорною величиною для вертикальної лінії. 

Таблиця 4. Аналіз ризику ішемічного атеросклеротичного інсульту залежно від генотипу за T2255→C  
поліморфізмом гена VKORC1 

Генотип CR SE WS P OR
95% CI 
для OR 
нижній

95% CI для 
OR верхній

С/С 0,795 0,320 6,184 0,013 2,214 1,183 4,141

Т/С 0,352 0,280 1,582 0,208 1,422 0,822 2,460
Примітка: порівняння проводилося відносно гомозигот за основним алелем (Т/Т); CR – коефіцієнт 
регресії; SE – стандартна похибка; WS – статистика Вальда; P – статистична значимість; OR – відно-
шення ризику; CI – довірчий інтервал

Рис. 1 Предиктори розвитку ішемічного атеросклеротичного інсульту за рівнем їх значимості (метод “Random Forest”)
0,0050 0,0200,010-0,005 0,015-0,010
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Усі значущі предиктори повинні перетнути 
цю межу (рис. 2). Як і при попередньому 

аналізі, підтверджено, що найбільш вагомим 
предиктором розвитку ІАТІ є T2255→C- по-

Рис. 2 Результати методу фільтрації «шумів». Важливі предиктори розміщені праворуч від пунктирної лінії

ліморфізм гена VKORC1. Для подальшого 
дослідження були обрані лише ті поліморфні 
варіанти вивчених генів, які розміщені пра-
воруч від пунктирної лінії. На їх основі була 
створена класифікаційна модель, яка мала 
прогностичну значущість 58% з крос-пере-
вірочною здатністю 10/10. 

На рис. 3 відображена комбінація геноти-
пів T2255→C та G-7→A. Виявлено, що у разі 
збігу генотипів T/C і G/G, C/C і G/A, а також 
генотипу A/A (G-7→A- поліморфізм) із будь-
яким з генотипів за Т2255→С-поліморфізмом 
ризик розвитку ІАТІ зростає. Методом MDR 
встановлено, що найбільша частка ентропії 
стосовно до статусу «випадок-контроль» 
пов’язана з поліморфними сайтами G-7→A 
та T2255→C і дорівнює 1,54 % та 1,55 % від-
повідно (рис. 4). Проте аналіз міжгенних вза-
ємодій виявив, що синергічний ефект даних 
локусів хоча і наявний, але виражений слабо  
(0,80 %). Характер та сила взаємодії між 
іншими предикторами є ще менш значними 
та важливими. Насамкінець нами були прове-
дені пермутаційні тести, які не виявили ста-
тистичної значущості створеної моделі для 
ІАТІ (Р>0,05). Отже, результати проведених 

аналізів показали, що важливими предикто-
рами ІАТІ є поліморфізми G-7→A (ген MGP) 
та Т2255→С (ген VKORC1). Проте створені 
на їх основі класифікаційні моделі виявили 
слабку прогностичну здатність. Подальша 

Рис. 3 Комбінації генотипів за G-7→A та Т2255→С полі-
морфізмами, пов’язані з високим і низьким рівнями ризику 
ішемічного атеросклеротичного інсульту. Лівий стовпчик 
у межах кожної клітинки відображає кількість випадків, 
правий стовпчик – кількість контролю. Темно-сірі клітин-
ки відповідають високому ризику, а світло-сірі – низькому 
ризику розвитку ішемічного атеросклеротичного інсульту
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Рис. 4 Графік кластерного аналізу результатів моделювання міжгенної взаємодії методом мультифакторної просторової 
редукції при ішемічному атеросклеротичному інсульті. Жирною лінією позначена синергічна взаємодія

обробка даних із використанням бінарної 
логістичної регресії є наразі недоцільною, 
оскільки застосовується лише з метою 
підтвердження результатів MDR-аналізу 
і є, порівняно з останнім, більш слабким 
методом.

ВИСНОВКИ

Існує зв’язок між ІАТІ і поліморфними ва-
ріантами генів MGP (G-7→A) та VKORC1 
(Т2255→С). Ризик розвитку ІАТІ у носіїв 
мінорного алеля A/A (поліморфізм G-7→A) 
у 2,6 вищий, ніж у носіїв основного алеля 
(G/A+G/G), а у осіб з генотипом С/С (полі-
морфізм Т2255→С) у 2,2 раза більший, ніж у 
гомозигот за основним алелем. Збіг у паці-
єнтів генотипів T/C і G/G, C/C і G/A, а також 
генотипу A/A (поліморфізм G-7→A) із будь-
яким з генотипів за Т2255→С-поліморфізмом 
збільшує ризик розвитку ІАТІ.

В.Ю. Гарбузова, Д.А. Строй, В.Е. Досенко,  
Е.И. Дубовик, А.А. Бороденко, К.А. Шимко, 
О.А. Обухова, А.В. Атаман

АССОЦИАЦИЯ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ 
СИСТЕМЫ МАТРИКСНОГО GLA-ПРО-
ТЕИНА (MGP) С РАЗВИТИЕМ ИШЕМИ-
ЧЕСКОГО АТЕРОТРОМБОТИЧЕСКОГО 
ИНСУЛЬТА

Приведены результаты определения 10 полиморфизмов 
генов системы матриксного Gla-протеина (ген MGP – 
T-138→С (rs1800802), G-7→A (rs1800801), Thr83→Ala 
(rs4236), ген VDR – FokI (rs2228570), BsmI (rs1544410), 
ApaI (rs7975232), TaqI (rs731236), ген GGCX – Arg325→Gln 
(rs699664), ген VKORС1 – T2255→C (rs2359612), ген BMP-2 
– Ser37→Ala (rs2273073)) у 170 пациентов с ишемическим 
атеротромботическим инсультом (ИАТИ) и 124 здоровых 
индивидумов (контрольная группа). Установлено, что 
существует связь между ИАТИ с полиморфными ва-
риантами генов MGP (G-7→A) и VKORC1 (Т2255→С). 
Риск развития ИАТИ у носителей минорного аллеля A/A 
(G-7→A- полиморфизм) в 2,6 выше, чем у носителей 
основного аллеля (G/A + G/G), а у лиц с генотипом С/С 
(Т2255→С-полиморфизм) в 2,2 раза больше, чем у гомо-
зигот по основному аллелю. Совпадение у пациентов 
генотипов T/C и G/G, C/C и G/A, а также генотипа A/A 
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(G-7→A-полиморфизм) с любым из генотипов по Т2255→С-
полиморфизму увеличивает риск развития ИАТИ.
Ключевые слова: матриксный Gla-протеин; полиморфизм 
генов; ишемический атеротромботический инсульт.
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Ye.I. Dubovyk, A.O. Borodenko, K.A. Shimko, 
O.A. Obukhova, O.V. Ataman
ASSOCIATION OF ALLELIC POLYMORPHISMS OF 
GENES MATRIX GLA-PROTEIN SYSTEM WITH 
ISCHEMIC ATHEROTHROMBOTIC STROKE

There are results of the determination of 10 polymorphisms of 
matrix Gla-protein system (gene MGP – T-138→С (rs1800802), 
G-7→A (rs1800801), Thr83→Ala (rs4236), gene VDR – FokI 
(rs2228570), BsmI (rs1544410), ApaI (rs7975232 ), TaqI 
(rs731236), gene GGCX – Arg325→Gln (rs699664), gene 
VKORS1 – T2255→C (rs2359612), gene BMP-2 – Ser37→Ala 
(rs2273073)) into 170 patients with ischemic atherothrombotic 
stroke (IATS) and 124 healthy individual is (control group). It 
is established that there is a connection between the IATS and 
polymorphic variants of genes MGP (G-7→A) and VKORC1 
(T2255→C). The risk of IATS in carriers of minor allele A/A 
(G-7→A polymorphism) in 2.6 times higher than in carriers 
of the major allele (G/A + G/G), and C/C genotype (T2255→C 
polymorphism) in 2.2 times higher than the homozygotes of 
major allele. The coincidence of patients T/C and G/G, C/C 
and G/A genotypes, and A/A genotype (G-7→A polymorphism) 
with any genotype T2255→C polymorphism are increases the 
risk of IATS.
Key words: matrix Gla-protein; gene polymorphism; ischemic 
atherothrombotic stroke.
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Генотоксичний стрес і шляхи загибелі клітин  
тимуса та лімфовузлів мишей за умов системної  
імунокомплексної патології
Інститут фізіології ім.О.О.Богомольця НАН України, Київ; 
E-mail: grunay@i.ua, tas@biph.kiev.ua

Вивчали генотоксичний стрес та шляхи загибелі імунокомпетентних клітин (ІКК) (апоптоз і 
некроз) при моделюванні системного імунокомплексного пошкодження за допомогою імунізації 
мишей лінії СВА бичачим сироватковим альбуміном (БСА). Імунофлюоресцентними досліджен-
нями імунізованих мишей встановили фіксацію імунних комплексів у тканинах печінки, селезінки, 
нирок і аорти. Гістологічний аналіз цих органів показав ураження судинної системи і меншою 
мірою паренхіми. Встановлено, що при імунізації БСА індекс ДНК-комет збільшувався в 1,4 раза в 
клітинах лімфовузлів і в 1,5 раза у клітинах тимуса. Спостерігалося підвищення кількості клітин 
з максимальним пошкодженням ДНК в препаратах тимуса (у 3,4 раза) і лімфовузлів (в 3,3 раза), 
що свідчить про сильний генотоксичний стрес. Знижувалася кількість живих ІКК і збільшувалася 
їх загибель, у тому числі прозапальним і імуногенним некротичним шляхами. Показано, що генера-
лізований імунокомплексний патологічний процес призводить до пошкодження ДНК і загибелі ІКК 
як центрального (тимуса), так і периферичних органів імунної системи (лімфовузлів, селезінки). 
Генотоксичний стрес ІКК і посилення їх загибелі некротичним шляхом можуть відігравати значну 
роль у розвитку імунокомплексних захворювань. Ці показники кількості лімфоцитів периферичної 
крові можуть бути перспективною тест-системою для оцінки тяжкості аутоімунних та імуно-
комплексних захворювань і ефективності їх лікування. 
Ключові слова: пошкодження ДНК; апоптоз; некроз; лімфоцити; імунокомплексна патологія.
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ВСТУП 

Однією з найважливіших функцій імунної 
системи є підтримання клітинного та гумо-
рального гомеостазу організму. Відомо, що 
проліферація й активація клітин вродженого 
та адаптивного імунітету підвищує їх заги-
бель, яка за фізіологічних умов відбувається 
через апоптоз і не викликає запалення та 
імунної відповіді. Однак запальні процеси, 
які супроводжуються зростанням генерації 
активних радикалів кисню й азоту, можуть 
посилити перекисне окиснення ліпідів, 
ушкодження білків та ДНК (генотоксичний 
стрес) і переключати загибель з апоптозу на 
некроз. Некроз є прозапальним і імуногенним 

шляхом загибелі, оскільки вихід клітинного 
вмісту в тканини спричиняє активацію клітин 
вродженого й адаптивного імунітету та може 
викликати імунну реакцію проти власних ан-
тигенів і розвиток аутоімунних захворювань 
[1]. Виділяють ще один різновид загибелі з 
розривом плазматичної мембрани клітини 
– вторинний (постапоптотичний) некроз, 
патогенетичній ролі якого останнім часом 
приділяють велику увагу. Він відбувається 
при недостатніх енергетичних ресурсах для 
завершення апоптозу, а також недостатньому 
фагоцитозі апоптотичних клітин [2]. Некроз 
клітин, у тому числі імунокомпетентних 
(ІКК), які у великій кількості мігрують в уш-
кодженій тканині, буде багаторазово посилю-
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вати запальну та імунну реакцію. Таким чином, 
дослідження генотоксичного стресу, апоптозу і 
некрозу ІКК актуальне з точки зору патофізіо-
логії, оскільки клітинна загибель, в залежності 
від її шляху, може бути як важливим механіз-
мом обмеження імунної реакції та запалення, 
так і посилювати імунозапальні процеси. Слід 
зазначити, що це питання практично не дослід-
жене за умов, пов’язаних із імунокомплексною 
патологією. Виділяють низку захворювань, при 
яких ІКК є визначальним ушкоджувальним 
агентом (тип 3 алергічних реакцій за класи-
фікацією Джела і Кумбса). Однак останнім 
часом визнають наявність імунокомплексного 
механізму як складової час тини патогенезу 
таких імунозапальних хвороб як системні 
васкуліти, вірусні гепатити В і С, системний 
червоний вовчак, артрит тощо [3–5]. Один з ме-
тодів моделювання аутоімунних захворювань, 
зокрема їх імунокомплексного компонента, 
базується на імунізації – інтенсивному впливі 
антигенного стимулу. 

Мета нашої роботи – дослідження гено-
токсичного стресу та шляхів загибелі ІКК 
при моделюванні системного імунокомплекс-
ного ушкодження за допомогою імунізації 
мишей бичачим сироватковим альбуміном.

МЕТОДИКА 

Дослідження проводили на статевозрілих 
самицях мишей лінії СВА віварію Інституту 
фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України. 
Усі тварини на початку експерименту (2–2,5 
міс) мали масу 16–18 г. При роботі дотриму-
вались Міжнародних принципів Європейсь-
кої конвенції про захист хребетних тварин 
Ради Європи (Страсбург, 1986). 

Модель системного хронічного патоло-
гічного процесу імунокомплексного ґенезу 
відтворювали за допомогою імунізації мишей 
бичачим сироватковим альбуміном (БСА, 
«Sigma», США) протягом 6 тиж внутрішньо-
венно раз на тиждень за такою схемою: 1=й 
тиждень введення 150 мг БСА/кг; 2=й - 175 
мг/кг; 3=й - 200 мг/кг; 4=й - 225 мг/кг; 5=й - 

250 мг/кг; 6=й - 275 мг/кг маси миші. На 7-му 
добу після останньої імунізації тварин підда-
вали ефірному наркозу та брали кров, тимус, 
лімфовузли, печінку, селезінку, нирки й аорту 
для подальших досліджень. Контрольними 
були миші, яким вводили фізіологічний роз-
чин за цією самою схемою. ІКК тимуса та 
лімфовузлів виділяли за загальноприйнятою 
методикою м’якого механічного диспергуван-
ня органів з наступним відмиванням клітин 
центрифугуванням у забуференому фосфата-
ми фізіологічному розчині. Відсоток живих 
та ушкоджених ІКК в отриманих суспензіях 
встановлювали рутинним методом виключен-
ня барвника – трипанового синього.

Ступінь ушкодження ДНК визначали на 
клітинах тимуса та лімфовузлів мишей мето-
дом лужного гель-електрофорезу ізольованих 
клітин (метод ДНК-комет – «DNA-comet 
assay») за Afanasieva та співавт. [6] з деякими 
модифікаціями. Суть методу полягає в тому, 
що при електрофорезі клітин в агарозному 
гелі петлі і фрагменти ушкодженої ДНК в 
електричному полі витягуються в напрямку 
до анода, що надає їм вигляд комет. Розміри 
хвоста ДНК-комети позитивно корелюють зі 
ступенем ушкодження ДНК [7,8,9]. Електро-
форез препаратів (після їх стабілізації про-
тягом 20 хв в лужному електрофоретичному 
буфері) проводили за допомогою приладу 
Multiphor II («LKB»,Швеція) при напрузі 24 
В та силі току 100 мА протягом 30 хв. Аналіз 
ДНК–комет на електрофореграмах, забарвле-
них Хехст 33342 (700 мкмоль/л) протягом 15 
хв, здійснювали візуально, використовуючи 
люмінесцентний мікроскоп  ЛЮМАМ И-1, 
Росія) та відеосистему передачі зображення 
на комп’ютер при застосуванні водно-імер-
сійного об’єктива (×30). Застосовували на-
півкількісний метод оцінки інтенсивності 
забарвлення та довжини хвостів комет, на 
кожному мікропрепараті аналізували не 
менше ніж 100 окремо розташованих ДНК- 
комет. Їх  поділяли за загальновизнаною 
класифікацією на 5 класів з відповідним 
числовим значенням від 0 до 4, залежно від 
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співвідношення ДНК у “голові” та “хвості” 
комети [10]. Ступінь ушкодження ДНК при 
цьому визначали як індекс «ДНК – комет» 
(ІДК), який обчислювали за формулою: 
ІДК = (0n0 + 1 n1 + 2 n2 + 3 n3 + 4 n4)/∑, де n0– n4 
– число ДНК–комет кожного типу, ∑ – сума 
підрахованих ДНК–комет [9].

Шляхи клітинної загибелі вивчали мето-
дом прижиттєвого подвійного забарвлення 
флюоресцентними барвниками нуклеїнових 
кислот (йодидом пропідіуму і Хехст 33342) 
[11,12]. Клітини (не менш як 200) досліджу-
вали на люмінесцентному мікроскопі з вод-
но-імерсійним об’єктивом х85. 

Шматочки печінки, селезінки та черевної 
аорти після фіксації 10%=м нейтральним 
формаліном обробляли за загальноприйнятою 
гістологічною методикою та заливали у пара-
фін. Гістологічне дослідження зрізів прово-
дили при забарвленні гематоксилін-еозином, 
дослідження клітин крові – при забарвленні 
мазків за Романовським–Папенгеймом.

Імунофлюоресцентні дослідження прово-
дили на відбитках печінки, селезінки , нирок 
та внутрішньої поверхні черевної аорти, які 
висушували при кімнатній температурі, фік-
сували 1%-ю спирт-пікриновою сумішшю 
та обробляли міченими флюоресцеїнізотіо-
ціанатом антитілами проти імуноглобулінів 
миші («Sigma», США).

Перевірку розподілу отриманих резуль-
татів на нормальність проводили за тестом 
Колмогорова–Смирнова. У разі нормального 
розподілу статистичну обробку результатів 
при порівнянні значень двох груп даних 
проводили з використанням критерію t Стью-
дента за допомогою програми GraphPad Prism 
version 5.00 for Windows (GraphPad Software, 
США); Р<0,05 вважалося статистично віро-
гідним. Результати виражали як середнє ± 
стандартне відхилення (M±m).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Імунофлюоресцентними дослідженнями 
фік сації імуноглобулінів в тканинах вста-

новилено наявність специфічного світіння 
в усіх зразках (печінки, селезінки, нирок та 
аорти), проте кількість клітин, що світяться 
та інтенсивність світіння суттєво відрізня-
лася. Найбільш інтенсивне світіння клітин 
визначалося у всіх препаратах печінки та 
селезінки та в окремих препаратах аорти. 
В нирках спостерігалося незначне світіння 
поодиноких клітин в деяких препаратах. Ці 
результати свідчить про різну ступінь фікса-
ції антитіл у досліджуваних органах. В наших 
попередніх дослідженнях встановлено, що 
багатократне тривале введення БСА викли-
кало імунозапальні процеси, як в окремих 
органах, так і на рівні організму [13].

Макроскопічно внутрішні органи дослід-
них тварин відрізнялися від контрольних 
бугристою структурою селезінки, неодно-
рідністю судинного рисунку та темнішим 
кольором тканини печінки, у деяких випадках 
– вираженим судинним рисунком легень. Ви-
вчення препаратів виявило дистрофічні зміни 
тканин печінки, селезінки, нирок та аорти. 
Морфоструктурні порушення судинного 
русла були більш виражені. Вони включали 
набряки навколо судин, набрякання судинних 
стінок та їх помірне розшарування. Відміча-
лася проліферація та вогнищева десквамація 
ендотеліоцитів у просвіт судин. Подекуди 
спостерігалася наявність незначних червоних 
змішаних тромбів з наявністю лімфоцитів, 
плазмоцитів та поодиноких поліморфноядер-
них лейкоцитів. Таким чином, гістологічні 
дослідження виявили ураження судинної 
системи і меншою мірою паренхіми органів. 
За показниками лейкограми крові імунізація 
призводила до збільшення відносної кілько-
сті клітин-ефекторів запалення нейтрофілів 
(з 6,3±0,6 % до 28,8±3,0 %), в тому числі 
відсоток паличкоядерних нейтрофілів збіль-
шувався в 4,4 раза ( Р<0,001). 

Встановлено, що через 6 тиж після по-
чатку імунізації БСА ІДК збільшувався в 1,4 
раза (P<0,01 порівняно з контролем) в клі-
тинах лімфовузлів та в 1,5 раза (P<0,001) в 
клітинах тимуса, що свідчить про зростання 
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пошкодження ДНК. Більшість комет ІКК іму-
нізованих мишей відносилася до 4-го класу, 
який характеризує максимальне ушкодження 
ДНК (Рис 1,2). Ми спостерігали подібне у 
разі збільшення кількості клітин з сильним 
пошкодженням ДНК у препаратах тимуса (в 
3,4 раза) і лімфовузлів (в 3,3 раза, Р<0,001 
відносно контролю в обох випадках). ІДК – це 
загальноприйнятий  інтегральний показник 
[9], який враховує зміни кількості всіх ти-
пів комет із різною інтенсивністю світіння, 
тобто ступенем ушкодження ДНК. Так, якщо 
за умов імунізації  в клітинах лімфовузлів 
збільшувався відсоток комет 4-го типу (в 
3,3 раза), а відсоток комет 1-го та 2-го типів 
зменшувався (в 1,7 та 2,2 раза відповідно), 
ми маємо збільшення сумарного показника 
ушкодження ДНК (ІДК) в 1,4 раза. Це вказує 
на розвиток генотоксичного стресу за умов 
імунокомплексного патологічного процесу в 
ІКК як центрального, так і периферичного 
органів імунної системи. 

Відомо, що за умов імунокомплексного 
синдрому активуються клітини вродженого 
імунітету із посиленою продукцією проза-
пальних чинників. Збільшується генерація 
активних форм кисню нейтрофілами, що 
було показано як у наших попередніх дослі-
дженнях, так і на інших моделях гіперімуно-

комплексемії  [3,13]. Запалення, індуковане 
ІКК, призводить також до експресії інду-
цибельної NO-синтази та до відповідного 
збільшення утворення реактивних форм азоту 
[4]. Ці сполуки за умов недостатнього анти-
оксидантного захисту можуть спричиняти 
генотоксичний стрес, що було встановлено 
в наших дослідженнях методом ДНК-комет 
на моделі імунокомплексного патологічного 
процесу.

При ушкодженні ДНК може відбутися або 
її репарація, або клітинна загибель. Реалізація 
програми апоптотичної загибелі - найважли-
віший механізм захисту від трансформації 
клітин. Однак за сильних ушкоджувальних 
впливів або при недостатніх енергетичних 
ресурсах клітини може розвинутися некроз, 
який є прозапальним і імуногенним шляхом 
клітинної загибелі. Тому в наших досліджен-
нях визначено життєздатність та шляхи за-
гибелі ІКК за допомогою барвників йодидом 
пропідіуму і Хехст 33342. Вони дають змогу 
встановити ушкодження плазматичної мемб-
рани, а також морфологічні характеристики 
ядерного матеріалу, притаманні апоптозу, 
тобто оцінити кількість живих, апоптотичних, 
некротичних і вториннонекротичних клітин.

Доведено, що за умов імунокомплексної 
патології суттєво зменшувався відсоток жи-

Рис. 1. Зміни кількості ДНК-комет клітин тимуса 
з інтактною або з мінімально ушкодженою (І) та з 
максимально ушкодженою ДНК (ІІ) за умов імуніза-
ції бичачим сироватковим альбуміном; 1- контроль,  
2 – імунізація. *P<0,01, **P<0,001 - відносно контролю
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Рис. 2. Зміни кількості ДНК-комет клітин лімфовузлів 
з інтактною або з мінімально ушкодженою (І) та з 
максимально ушкодженою ДНК (ІІ) за умов імунізації 
бичачим сироватковим альбуміном; 1-контроль, 2- 
імунізація. *P<0,05, **P<0,001 - відносно контролю
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вих лімфоцитів, виділених з лімфовузлів, 
який становив 87,1±1,5 в контролі і 76,9+1,2 
(Р<0,001) у імунізованих тварин. Введення 
БСА викликало послаблення життєздатно-
сті внаслідок підвищення кількості клітин 
лімфовузлів з морфологічними ознаками як 
апоптозу, так і некрозу (рис.3.). Показники 
клітинної загибелі (відсоток апоптотичних і 
некротичних клітин) та ІДК характеризують 
різне їхнє ушкодження. Клітина може репару-
вати ушкодження ДНК і бути живою. За умов 
сильного ураження ДНК може відбуватися 
як некротична, так і апоптотична клітинна 
загибель, в залежності від енергетичних 
ресурсів, прозапальних факторів тощо. Так, 
клітини з максимально ушкодженою ДНК 
можуть мати як  апоптотичний, так і некро-
тичний фенотип. Хоча з літератури відомо, 
що після опромінення збільшення комет 4-го 
класу з сильним ушкодженням ДНК вказує на 
реалізацію загибелі частини лімфоцитів по 
типу некрозу. Однак це не є загальноприй-
нятою точкою зору, оскільки некроз може 
розвиватися як самостійний процес, який 
протікає паралельно з апоптозом, а також 
як вторинний процес, що завершує апоптоз 
(постапоптотичний некроз), що було показа-
но в наших дослідженнях. Виявлено також 

посилення вторинного постапоптотичного 
некрозу цих клітин в 1,6 раза, з 3,6±0,9 до 
5,9±0,6 % (Р<0,05 порівняно з контролем). 
Однією з можливих причин збільшення вто-
ринного некрозу може бути те, що загибель 
клітини, яка почалася як апоптоз, завершу-
ється розривом плазматичної мембрани через 
виснаження енергетичних ресурсів. Це було 
показано при вивченні апоптозу лімфоцитів 
in vitro [14, 15]. При дослідженні клітин, 
виділених із тимуса, з’ясувалося, що зміни 
життєздатності та загибелі в умовах імуно-
комплексного патологічного процесу були 
подібні до змін, виявлених у лімфоцитах, 
ізольованих із лімфовузлів. Зменшувалася 
життєздатність клітин тимуса з 91,7±0,8 % 
у контролі до 87,6±1,3 % при імунізації БСА 
(Р<0,05). Встановлено посилення некрозу 
тимоцитів (який становив у контрольних тва-
рин 2,7±0,4%, при введенні БСА – 4,4±0,7 %, 
Р<0,05) та виявлено тенденцію до посилення 
їх апоптозу у контролі - 5,6±0,7 %, при іму-
нізації –  8,0±1,4%, Р=0,13). 

Посилення апоптозу ІКК за умов імунної 
відповіді, в тому числі і при імунокомплек-
сних хворобах, є важливим механізмом обме-
ження надмірної активації імунної системи. 
Однак збільшення кількості клітин зі втратою 
цілісності плазматичної мембрани (некроз 
і постапоптотичний некроз) призводить до 
виходу клітинного вмісту назовні, провокує 
або посилює запальні та аутоімунні процеси. 
Це відноситься і до ІКК, які інфільтрують 
ушкоджені тканини, а посилення їх некро-
тичної загибелі, яке було виявлене в наших 
дослідженнях, може бути одним з механізмів 
розвитку та хронізації імунокомплексних 
хвороб. 

Таким чином, ми показали, що моде-
лювання імунокомплексної патології за 
допомогою довготривалої імунізації мишей 
чужорідним білком БСА викликає гено-
токсичний стрес ІКК як первинного (тимус), 
так і периферичних органів (лімфовузли) 
імунної системи. На тлі встановленого силь-
ного ушкодження ДНК за умов введення БСА 

Рис. 3. Вплив імунізації бичачим сироватковим альбу-
мі ном на кількість некротичних (І) та апоптотичних (ІІ) 
клітин лімфовузлів мишей; 1- контроль, 2- імунізація. 
*P<0,01, **P<0,001 - відносно контролю
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погіршується життєздатність лімфоцитів із 
посиленням їх апоптозу та некрозу (в тому 
числі вторинного постапоптотичного). Силь-
ний генотоксичний стрес ймовірно, є основ-
ною причиною збільшення загибелі ІКК за 
прозапальним та імуногенним некротичним 
шляхом. Інтенсифікація запалення та імунних 
реакцій в результаті некрозу в свою чергу 
буде провокувати ушкодження ДНК. Таке 
замкнене коло неконтрольованого посилення 
запальних та імунних процесів може бути 
важливим механізмом імунокомплексного 
патологічного процесу. 

Нині впроваджуються підходи до моніто-
рингу патологічних станів людини на основі 
того, що периферичні лімфоцити, які можна 
отримати за допомогою малоінвазивної про-
цедури та дослідити імуноцитохімічними, 
біохімічними та іншими методами, можуть 
бути тест-системами інтегральної оцінки того 
чи іншого стану клітин в організмі загалом 
[16]. Це, зокрема, стосується генотоксич-
ного стресу та схильності клітин до того 
чи іншого типу загибелі, оскільки шляхи 
загибелі лімфоцитів значною мірою віддзер-
калюють загальний баланс проапоптотичних 
і пронекротичних чинників в організмі. 
Така оцінка є інформативна з точки зору 
патогенетичних механізмів та вибору стра-
тегії лікування, спрямованої на модуляцію 
шляхів клітинної загибелі, в тому числі і за 
умов імуноопосередкованих захворювань. У 
наших дослідженнях виявлено суттєвий ге-
нотоксичний стрес та посилення некрозу ІКК 
поряд із такими ознаками імунокомплексного 
ушкодження, як збільшення циркулюючих 
імунних комплексів і фіксації їх у тканинах, 
мультиорганна патологія (як судин, так і па-
ренхіми), активація та посилена інфільтрація 
клітин неспецифічної резистентності в уш-
коджені тканини [13]. Тому ми вважаємо, що 
визначення генотоксичного стресу та шляхів 
загибелі периферичних лімфоцитів може бути 
перспективною тест-системою для оцінки 
тяжкості аутоімунних та імунокомплексних 
хвороб та ефективності їх лікування. 

ВИСНОВКИ

1. Відкладання імунних комплексів у різних 
органах мишей, імунізованих БСА, супровод-
жувалось дистрофічними змінами у печінці, 
селезінці, нирках та аорті, що свідчить про 
системне імунокомплексне ушкодження. 

2. Встановлено наявність вираженого гено-
токсичного стресу клітин лімфовузлів і тимуса за 
умов інтенсивного впливу антигенного стимулу. 

3. Імунізація БСА призводила до змен-
шення життєздатності ІКК, в тому числі 
внаслідок значного збільшення їх некрозу. 

4. Генотоксичний стрес ІКК і посилення 
їх загибелі за прозапальним та імуногенним 
некротичним шляхом можуть відігравати 
значну роль у розвитку імунокомплексного 
патологічного процесу.

Н.Г. Грушка, С.И. Павлович, Т.М. Брызгина,  
В.С. Сухина, Н.В. Макогон, Р.И. Янчий

ГЕНОТОКСИЧЕСКИЙ СТРЕСС И ПУТИ 
ГИБЕЛИ КЛЕТОК ТИМУСА И ЛИМФОУЗ-
ЛОВ МЫШЕЙ В УСЛОВИЯХ СИСТЕМНОЙ 
ИММУНОКОМПЛЕКСНОЙ ПАТОЛОГИИ

Изучали генотоксический стресс и пути гибели имму-
нокомпетентных клеток (ИКК) (апоптоз и некроз) при 
моделировании системного иммунокомплексного по-
вреждения с помощью иммунизации мышей линии СВА 
бычьим сывороточным альбумином (БСА). Иммуноф-
люоресцентными исследованиями иммунизированных 
мышей установили фиксацию иммунных комплексов в 
тканях печени, селезенки, почек и аорты. Гистологический 
анализ этих органов показал поражения сосудистой сис-
темы и в меньшей степени паренхимы. Установлено, что 
при иммунизации БСА индекс ДНК-комет увеличивался 
в 1,4 раза в клетках лимфоузлов и в 1,5 раза в клетках ти-
муса. Увеличивалось количество клеток с максимальным 
повреждением ДНК в препаратах тимуса (в 3,4 раза) и 
лимфоузлов (в 3,3 раза), что свидетельствует о сильном 
генотоксическом стрессе. Снижалось количество живых 
ИКК и увеличивалась их гибель, в том числе провоспа-
лительным и иммуногенным некротическими путями. 
Показано, что генерализованный иммунокомплексный 
патологический процесс приводит к повреждению ДНК 
и гибели ИКК как центрального, так и периферического 
органов иммунной системы. Генотоксический стресс ИКК 
и усиление их гибели некротическим путем может играть 
значительную роль в развитии иммунокомплексных забо-
леваний. Эти показатели количества лимфоцитов перифе-
рической крови могут быть перспективной тест-системой 
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для оценки тяжести аутоиммунных и иммунокомплексных 
болезней и эффективности их лечения.
Ключевые слова: повреждения ДНК; апоптоз; некроз; 
лимфоциты; иммунокомплексная патология.

N.G. Grushka, S.I. Pavlovych, T.M. Bryzgina,  
V.S. Sukhina, N.V. Makogon, R.I Yanchiy 

GENOTOXIC STRESS AND THE PATHWAYS 
OF THYMUS CELL DEATH AND LYMPH 
NODES OF MICE IN CONDITIONS 
OF  IMMUNOCOMPLEX PATHOLOGY

There were performed the studies of genotoxic stress and the 
ways of immunocompetent cells death (apoptosis and necrosis 
) in the modeling of immune system damage  by immunization 
of CBA mice with the bovine serum albumin. Immunofluores-
cence studies of immunized mice were established the  fixation 
of immune complexes in liver tissue, spleen, kidney and the 
aorta. Histological studies of these organs showed vascular 
system affection and, to a lesser extent, parenchyma. It has 
been shown that DNA comets index increases in 1,4 time in 
the lymph node cells and in 1,5 time in the thymus cells  in 
the presence of BSA  immunization. We also observed an 
increase in the number of cells with maximum damage DNA 
thymus preparations ( 3.4 fold ) and lymph nodes ( 3.3-fold), 
respectively , indicating strong genotoxic stress. There were 
shown the reduce of live ICC number and their death  increase, 
including the pro-inflammatory and immunogenic necrotic 
way.  In that way, data which were obtained on the experi-
mental model is evidenced that generalized immunecomplex 
pathologic process leads to DNA damage and ICC death both 
central and peripheral organs of the immune system. ICC geno-
toxic stress and their death amplification by the necrotic way 
may play a significant role in the immunecomplex deseases 
development. These factors of peripheral blood lymphocytes 
can serve as a prospective test system for assessing the severity 
of autoimmune and immune complex diseases and their treat-
ment effectiveness.
Key words: DNA damage; apoptosis; necrosis; lymphocytes; 
immunocomplex pathology.

O.O. Bogomolets Institute of Physiology NAS of Ukraine, 
Kyiv
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Генотоксичний стрес і шляхи загибелі клітин тимуса та лімфовузлів мишей 
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Вплив моно-, полі- та комбінованих пробіотиків  
на виразкоутворення, викликане іммобілізаційним 
стресом
1Київський національний університет ім. Тараса Шевченка; 
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Вивчали вплив пробіотичних штамів Bifidobacterium animalis VKL, Bifidobacterium animalis VKB 
та Lactobacillus casei IMVB-7280 та їх сумішей на ерозивно-виразкові ураження слизової оболонки 
шлунка щурів (СОШ), викликані водно-іммобілізаційним стресом. Встановлено, що досліджувані про-
біотики не мали гастропротекторної дії за умов 1- та 7-добового профілактичного введення. Проте 
при застосуванні впродовж 14 діб мультикомпонентні пробіотики (поліпробіотика Bifidobacterium 
animalis VKL, Bifidobacterium animalis VKB та комбінованого пробіотика Bifidobacterium animalis 
VKL, Bifidobacterium animalis VKB та Lactobacillus casei IMVB-7280) зменшували ерозивно-виразкові 
ураження та інтенсивність крововиливів у СОШ щурів. Показано, що одним з механізмів анти-
виразкового профілактичного впливу пробіотичних ди- та триштамів є відновлення ними про- – 
антиоксидантної рівноваги за умов дії стресу. Отримані результати свідчать про ефективність 
застосування комбінованих пробіотиків у профілактиці виразкової хвороби шлунка.
Ключові слова: пробіотики; ерозивно-виразкові ураження; стрес.
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ВСТУП

Порушення балансу між нормофлорою та па-
тогенними мікроорганізмами – дисбіоз при-
зводить до важких функціональних розладів 
травної системи. Є свідчення, що дисбактері-
оз може стати причиною пригнічення емоцій-
ного стану людини та підвищення чутливості 
до стресу. З іншого боку, психоемоційні та 
фізичні напруження руйнують мікроеколо-
гічні угрупування людського організму [1, 2]. 
Отже, стрес і дисбактеріоз взаємно підсилю-
ють один одного, що призводить до важких 
порушень гомеостазу організму. Зокрема в 
організмі діагностується надмірна імуноре-
активність, активація перекисного окиснення 
ліпідів (ПОЛ) у тканинах, порушення функці-
ональної взаємодії імунної та гіпоталамо-гі-
пофізарно-наднирниковозалозної систем, 
проте небезпечнішим наслідком дії стресу 

є поява ерозивно-виразкових уражень сли-
зової оболонки шлунка (СОШ) [3, 4]. Отже, 
дослідження участі пробіотичних штамів, які 
здатні відновлювати порушені мікробіоцено-
зи травного тракту, у підтриманні гомеостазу 
СОШ є без сумніву актуальним. Раніше нами 
був встановлений профілактичний вплив 
суміші пробіотичних штамів Bifidobacterium 
animalis VKL та Вifidobacterium animalis VKB 
на ерозивно-виразкові ураження в шлунку 
щурів, викликані стресом [5]. Проте є пові-
домлення, що пробіотичні бактерії, особли-
во роду Lactobacillus, швидко колонізують 
СОШ після утворення виразки [6, 7]. Тому 
важливим є дослідження ефектів моноштам-
них пробіотиків роду Lactobacillus, а також 
порівняння дії на стресіндуковані ураження 
моноштамних і комбінованих пробіотиків, 
що містять штами як Bifidobacterium, так і 
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Lactobacillus за умов різної тривалості профі-
лактичного введення. Враховуючи зазначені 
наукові питання, а також дані щодо антиокси-
дантних властивостей симбіотичних бактерій 
[8], метою нашої роботи було провести комп-
лексне порівняння ефективності моно- та 
комбінованих пробіотиків у профілактиці 
стресіндукованих уражень та порушення про- 
-антиоксидантної рівноваги в СОШ щурів за 
умов різної тривалості введення.

МЕТОДИКА

Дослідження проводили на 150 білих неліній-
них щурах-самицях масою 200 – 250 г з 
дотриманням міжнародних принципів Єв-
ропейської конвенції про захист хребетних 
тварин, що використовуються для дослідних 
та інших наукових цілей та відповідно до За-
кону України від 21.02.2006 № 3447-IV «Про 
захист тварин від жорстокого поводження».

Тварини були поділені на 7 груп. Інтактні 
тварини ввійшли до І групи. Щури груп ІІ-
VII до моделювання стресу отримували воду 
(2,5 мл/кг), монопробіотики Bifidobacterium 
animalis  VKL, Bifidobacterium animalis 
VKB, Lactobacillus casei IMVB-7280, 
поліпробіотик (Bifidobacterium animalis 
VKL і VKB (1:1)) та комбінований пробіо-
тик (Bifidobacterium animalis VKL і VKB та 
Lactobacillus casei IMVB-7280 (1:1:2)) 
відповідно. Ліофілізовані пробіотичні шта-
ми вводили у дозі 3,2∙1010 КУО/кг. Експери-
мент повторювали тричі: пробіотики вводили 
одноразово за добу, а також впродовж 7 та 14 
діб до стресу.

Для отримання ерозивно-виразкових ура-
жень СОШ щурам ІІ-V груп після харчової 
депривації застосовували модель 3-годинного 
водно-іммобілізаційного стресу [9]. Для ім-
мобілізації щурів поміщали в металеві пер-
форовані камери, які опускали вертикально 
у воду (22-23°С) на 3 год так, щоб її рівень 
сягав яремної ямки щура. Після цього тва-
рин виводили з експерименту за допомогою 
цервікальної дислокації. З черевної порож-

нини діставали шлунок, розрізали його по 
малій кривизні, вивертали слизовою назовні, 
ретельно промивали фізіологічним розчи-
ном, досліджували стан СОШ за допомогою 
гастроскопа і оцінювали характер гострих її 
уражень: обраховували площу виразок, дов-
жину ерозивних уражень та інтенсивність 
крововиливів у балах (0 – відсутні кровови-
ливи, 1 – 1–2 точкових крововиливи, 2 – 1 
масивний або 3–5 точкових крововиливів, 3 
– 2 масивних або більше ніж 5 точкових кро-
вовиливів, 4 – 3–5 масивних крововиливів, 
5 – більше ніж 5 масивних крововиливів).

У тварин, яким вводили воду або пробіо-
тики впродовж 14 діб, вилучали СОШ, у го-
могенаті якої визначали вміст продуктів ПОЛ: 
спектрофотометричним методом – дієнових 
кон’югатів (ДК) [10], ТБК-активних продуктів 
[11], активність супероксиддисмутази (СОД) 
[12] та каталази [13]; флюорометричним мето-
дом – вміст шиффових основ (ШО) [14].

Статистичну обробку результатів здійс-
нювали у пакеті програм “Statistica 8.0”. Для 
аналізу виду розподілу був використаний W 
критерій Шапіро-Уілка. Отримані результати 
виявилися непараметричними, тому для їх 
порівняння застосовували U-критерій Манна-
Уітні для незалежних вибірок. Розраховували 
середнє значення (М) та стандартну похибку 
середнього (m). Значущими вважали відмін-
ності при Р≤0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Встановлено, що при 1- та 7-добовому вве-
денні досліджувані пробіотики не впливали 
на ерозивно-виразкові ураження у СОШ 
щурів (табл. 1).

Застосування монопробіотиків Bifido-
bacterium animalis VKL, Bifidobacterium 
animalis VKB та Lactobacillus casei IMVB-
7280 упродовж 14 діб не призводило до 
статистично значущих змін у розмірах еро-
зивно-виразкових уражень (рисунок). Проте 
суміш пробіотичних штамів Bifidobacterium 
animalis VKL та Bifidobacterium animalis 
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VKB (1:1) зменшувала площу виразкових 
уражень в СОШ на 31,3% (P<0,05) порівняно 
з контрольною групою тварин (див. рисунок). 
Також був виявлений профілактичний ефект 
пробіотиків на утворення крововиливів, ін-
тенсивність яких знижувалася під впливом 
пробіотичних бактерій на 50% (P<0,05; див. 
рисунок). При застосуванні суміші пробіо-
тичних триштамів Bifidobacterium animalis 
VKL і VKB та Lactobacillus casei IMVB-7280 
(1:1:2) спостерігали зменшення площі вира-
зок на 37,8% (P<0,05) та довжини ерозій на 
45% (P<0,05) порівняно зі стрес-контролем 
(див. рисунок). Профілактичний ефект су-
міші пробіотиків на крововиливи під впли-

вом пробіотичних бактерій становив 54,2% 
(P<0,05; див. рисунок). Таким чином, полі- та 
комбінований пробіотик мали найбільш вира-
жені гастропротекторні властивості.

Відомо, що за умов дії стресу посилюються 
процеси ПОЛ в організмі, в тому числі у СОШ 
[15]. Враховуючи дані літератури щодо антиокси-
дантних властивостей пробіотиків [8, 16], ми пе-
ревірили гіпотезу про зменшення інтенсивності 
процесів ліпопероксидації в шлунку щурів при 
14-добовому застосуванні пробіотиків. 

Під дією стресу вміст ДК, первинних 
продуктів ПОЛ, у СОШ щурів перевищував 
значення інтактних щурів на 85% (Р<0,001; 
табл. 2). У групах щурів, яким вводили про-

Таблиця 1. Площа виразкових уражень (мм2), викликаних стресом, за умов профілактичного введення 
пробіотичних штамів (M±m, n=6)

Групи щурів 
Тривалість введення до стресу

1-добове 7-добове 
Щури, піддані стресу, яким вводили 
воду 10,5±2,2 9,5±2,2
Bifidobacterium animalis VKL 9,9±2,6 8,5±1,3
Bifidobacterium animalis VKB 10,0±2,9 8,3±2,5
Lactobacillus casei IMVB-7280 9,4±2,2 9,4±1,5
суміш Bifidobacterium animalis VKL та VKB 7,4±2,8 9,2±1,9
суміш Bifidobacterium animalis VKL, VKB та Lactobacillus  
casei IMVB-

7,7±2,5 7,0±2,4

Таблиця 2. Вміст продуктів перекисного окиснення ліпідів в слизовій оболонці шлунка щурів за умов дії стресу 
та 14- добового профілактичного введення пробіотичних штамів (М±m, n=7)

Групи щурів
Дієнові 

кон’югати
ТБК-активні 

продукти
Шиффові 

основи
Інтактні щури 169,7±15,4 48,4±3,8 9,93±0,67
Щури, піддані стресу, яким вводили
воду 314,3±20,4* 77,4±5,9* 14,57±1,05*

Bifidobacterium animalis VKL 285,8±19,3* 70,1±7,5* 13,70±0,31*

Bifidobacterium animalis VKB 272,0±24,6* 74,3±11,5* 13,92±0,44*

Lactobacillus casei IMVB-7280 298,8±24,3* 71,8±12,0* 13,69±0,50*

суміш Bifidobacterium animalis VKL та VKB 280,6±23,8* 64,0±6,7*,** 13,87±0,44*

суміш Bifidobacterium animalis VKL, VKB та 
Lactobacillus casei IMVB

255,8±23,8*,** 59,6±6,2*,** 13,13±0,37*

Примітка: *P<0,05 відносно групи інтактних щурів, **P<0,05 відносно групи стресованих щурів, яким 
вводили воду.
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біотичні штами Bifidobacterium animalis VKL, 
Bifidobacterium animalis VKB, Lactobacillus 
casei IMVB-7280, суміш двох біфідоштамів та 
суміш Bifidobacterium animalis VKL, VKB та 
Lactobacillus casei IMVB-7280, вміст ДК був 
також вищим на 68,5, 60,3, 76, 65,4 і 59,2% 
(P<0,001) відповідно порівняно з інтактни-
ми тварини. Лише профілактичне введення 
триштамного пробіотика зменшило на 18,6% 
(P<0,05) концентрацію ДК порівняно зі стре-
сованими щурами (див. табл. 2). 

Вміст ТБК-активних продуктів збільшив-
ся на 60% (P<0,001) щодо значень інтактних 
тварин (табл. 2). Пробіотичні моноштами 
Bifidobacterium animalis VKL, Bifidobacterium 
animalis VKB та Lactobacillus casei IMVB-
7280 не здійснювали профілактичного впливу 
на цей показник після дії стресу. При цьому 
введення двох- та триштамного пробіотиків 
зумовило статистично значуще зниження 
вмісту ТБК-активних продуктів на 17 та 23% 
(P<0,05) відповідно порівняно з групою щу-
рів, які отримували воду (див. табл. 2).

На тлі стресу концентрація ШО значущо 
зросла щодо значень інтактних щурів на 
46,7% (P<0,001) (див. табл. 2). За умов вве-

дення досліджуваних пробіотиків цей показ-
ник також перевищував значення у інтактних 
тварин, і не відрізнявся від стресованих 
щурів. Такі результати свідчать про відсут-
ність профілактичного впливу пробіотиків на 
концентрацію ШО (див. табл. 2).

Активність СОД після стресу у СОШ 
щурів зменшилася на 51,9% (P<0,001), а ка-
талази зросла на 66,4% (P<0,001) порівняно з 
інтактним контролем (табл. 3). Схожі відмін-
ності спостерігали і в групах щурів, яким вво-
дили пробіотики (див. табл. 3). Пробіотичні 
штами не впливали на активність СОД і лише 
комбінований пробіотик (Bifidobacterium 
animalis VKL, VKB та Lactobacillus casei 
IMVB-7280) знижував активність каталази на 
19% порівняно з групою стресованих щурів 
(див.табл. 3).

Слід відмітити, що найбільший протектор-
ний вплив на стресіндуковані ураження здійс-
нює комбінований пробіотик (Bifidobacterium 
animalis VKL, VKB та Lactobacillus casei 
IMVB-7280) за умов 14-добового введення до 
стресу. Подібні результати кращого терапе-
втичного ефекту мультиштамних пробіотиків 
були отримані при використанні пробіотиків 

Площа (а), довжина (б) виразкових уражень та інтенсивність крововиливів (в), викликаних водно-іммобілізаційним 
стресом, в слизовій оболонці шлунка щурів за умов 14-добового профілактичного введення пробіотичних штамів 
(3,2∙1010 КУО/кг): 1 – щури, піддані стресу; 2-6 – щури, яких піддавали стресу, і вводили пробіотики Bifidobacterium 
animalis VKL; Bifidobacterium animalis VKB; Lactobacillus casei IMVB-7280; Bifidobacterium animalis VKL і VKB (1:1); 
Bifidobacterium animalis VKL і VKB та Lactobacillus casei IMVB-7280 (1:1:2) відповідно. *Р<0,05, порівняно з групою 1.
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у лікуванні запальних захворювань кишечни-
ка [17]. Отримані результати узгоджуються 
з даними інших дослідників, які зазначили, 
що 7-добове профілактичне введення щурам 
кефіру, який містив в основному лакто-
зо-ферментуючі види родів Lactobacillus та 
Leuconostoc, не впливало на ураженість у 
СОШ, зумовлену дією індометацину [18]. У 
праці Senol та співавт. [19], які вводили муль-
тиштамний пробіотик (4 штами Lactobacillus 
fermentum, 3 штами Lactobacillus plantarum, 
6 штамів Enterococcus faecium) впродовж 14 
діб, був продемонстрований профілактичний 
ефект на ураження в шлунку щурів, викли-
кані аспірином. Автори пояснили виявлений 
ефект зниженням ПОЛ, посиленням утво-
рення секреторного імуноглобуліну А та 
зменшенням дегрануляції тучних клітин під 
впливом пробіотиків. У нашому дослідженні 
було встановлено, що одним з механізмів 
антивиразкового профілактичного впливу 
пробіотичних штамів є відновлення ними 
про- та антиоксидантної рівноваги слизової 
шлунка за умов дії стресу.

ВИСНОВКИ 

1. Досліджувані пробіотичні штами не 
впливають на ураженість у СОШ щурів, ви-
кликаних стресом, за умов 1- та 7-добового 

профілактичного введення.
2. Профілактичне введення впродовж 14 

діб мультикомпонентних пробіотиків (полі-
пробіотика Bifidobacterium animalis VKL та 
Bifidobacterium animalis VKB та комбіно-
ваного пробіотика Bifidobacterium animalis 
VKL, Bifidobacterium animalis VKB та Lac-
tobacillus casei IMVB-7280) зменшує еро-
зивно-виразкові ураження та інтенсивність 
крововиливів у СОШ щурів, зумовлених 
дією стресу.

3. Полі- та комбіновані пробіотики від-
новлюють порушену про- та антиоксидантну 
рівновагу в шлунку за умов дії стресу.

4. Результати роботи свідчать про най-
більшу ефективність комбінованих пробіоти-
ків у профілактиці стресіндукованих уражень 
СОШ. 

Вирченко А.В., Фалалеева Т.М., Береговая Т.В., 
Спивак Н.Я., Лазаренко Л.М., Демченко О. М.

ВЛИЯНИЕ МОНО-, ПОЛИ- И КОМБИНИРО-
ВАННЫХ ПРОБИОТИКОВ НА ЯЗВООБРА-
ЗОВАНИЕ, ВЫЗВАННОЕ ИММОБИЛИЗАЦИ-
ОННЫМ СТРЕССОМ

Изучали влияние пробиотических штаммов Bifidobacterium 
animalis VKL, Bifidobacterium animalis VKB и Lactobacillus 
casei IMVB-7280 и их смесей на эрозивно-язвенные 
поражения слизистой оболочки желудка (СОЖ) крыс, 
вызванные водно-иммобилизационным стрессом. Уста-

Таблиця 3. Активність ферментів антиоксидантного захисту в слизовій оболонці шлунка щурів за умов дії 
стресу та 14-добового профілактичного введення пробіотичних штамів (М±m, n=7)

Групи щурів Супероксиддисмутаза Каталаза
Інтактні щури 0,210±0,009 6,22±0,61
Щури, піддані стресу, яким вводили
воду 0,101±0,004* 10,35±0,59*

Bifidobacterium animalis VKL 0,120±0,011* 9,48±0,79*

Bifidobacterium animalis VKB 0,110±0,010* 9,63±0,81*

Lactobacillus casei IMVB-7280 0,112±0,013* 9,43±0,43*

суміш Bifidobacterium animalis VKL та VKB 0,114±0,010* 9,44±0,60*

суміш Bifidobacterium animalis VKL, VKB та Lactobacillus 
casei IMVB-

0,123±0,017* 8,38±0,43*,**

*P<0,05 відносно групи інтактних щурів, **P<0,05 відносно групи стресованих щурів, яким вводили 
воду.

О.В. Вірченко, Т.М. Фалалєєва, Т.В. Берегова, М.Я. Співак, Л.М. Лазаренко, О.М. Демченко
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новлено, что исследуемые пробиотики не имели гастро-
протекторного действия при 1- и 7-суточном профилак-
тическом введении. Однако при применении в течение 
14 сут мультикомпонентные пробиотики (полипробиотик 
Bifidobacterium animalis VKL и Bifidobacterium animalis 
VKB и комбинированный пробиотик Bifidobacterium 
animalis VKL, Bifidobacterium animalis VKB и Lactobacillus 
casei IMVB-7280) уменьшали эрозивно-язвенные пораже-
ния и интенсивность кровоизлияний в СОЖ крыс. Пока-
зано, что одним из механизмов антиязвенного профилак-
тического воздействия пробиотических ди- и триштаммов 
является восстановление ними про/антиоксидантного 
равновесия при действии стресса. Полученные резуль-
таты свидетельствуют об эффективности применения 
комбинированных пробиотиков в профилактике язвенной 
болезни желудка.
Ключевые слова: пробиотики; эрозивно-язвенные пора-
жения; стресс.

Virchenko O.V., Falalyeyeva T.M., Beregova T.V., 
Spivak M. Y., Lazarenko L.M., Demchenko O.M.

ЕFFECTS OF MONO-, POLY- AND COMPOS-
ITE PROBIOTICS ON THE ULCERATION 
CAUSED BY RESTRAINT STRESS

It was studied the effect of probiotic strains of Bifidobacterium 
animalis VKL, Bifidobacterium animalis VKB and Lacto-
bacillus casei IMVB-7280, and their mixtures on erosive 
and ulcerative lesions of the gastric mucosa (GM) of rats. 
GM was induced by water-immersion restraint stress. It was 
found that investigated probiotics did not have gastroprotec-
tive properties under a single and seven-day prophylactic 
administration. However, multiprobiotics (polyprobiotic 
Bifidobacterium animalis VKL and Bifidobacterium animalis 
VKB and composite probiotic Bifidobacterium animalis 
VKL, Bifidobacterium animalis VKB and Lactobacillus casei 
IMVB- 7280) reduced the erosive and ulcerative lesions and 
the intensity of bleeding in rat GM when given within 14 days. 
It was shown that one of the mechanisms of antiulcer preven-
tive effect of the multistrain probiotics is the restoration of 
pro/antioxidant balance in the GM under the stress action. The 
obtained results show the effectiveness of poly- and composite 
probiotics in the gastric ulcer prevention.
Keywords : probiotics; erosive and ulcerative lesion; stress.

Kyiv Taras Shevchenko National University; 
Institute of Microbiology and Virusology NAS of Ukraine, 
Kyiv
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Роль циклооксигенази у модифікації мікрофлори 
кишки при стресі
Львівський національний медичний університет ім. Данила Галицького; 
E-mail: biochemistry@meta.ua

Вивчали зміни NO-синтазної системи та стан макрофлори щурів за умов поєднаної дії водно-ім-
мобілізаційного стресу та блокування циклооксигенази. Показано, що на тлі стресу різко зростала 
активність індуцибельної NO-синтази, підвищувалась інтенсивність ліпопероксидації у тонкій та 
товстій кишці та змінювалась мікрофлора: кількість ешерихій зростала, а ентерококів знижува-
лась у тонкій кишці та підвищувалась у товстій кишці. Блокування циклооксигенази напроксеном 
на тлі стресу супроводжувалося зниженням активності індуцибельної NO-синтази у тонкій та 
товстій кишці, порівняно з одночасним активуванням конститутивної NO-синтази в товстій 
кишці. При цьому було виявлено неістотне зростання числа ентерококів у дванадцятипалій кишці, 
різке зменшення кількості ешерихій у клубовій кишці, помірне зниження їх у проксимальній частині 
товстої кишки та зростання у дистальній. Дисбіоз, активація процесів ліпопероксидації та зміни 
показників NO-синтазної системи за умов поєднаної дії стресу та блокування циклооксигенази мо-
жуть створювати передумови для розвитку деструктивних змін, що лежать у основі ентеропатій.
Ключові слова: стрес, нестероїдні протизапальні препарати, оксид азоту, мікрофлора, тонка 
кишка, товста кишка.
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ВСТУП

Стрес є одним з ключових чинників, що 
зумовлює розвиток виразкових ушкоджень 
органів травної системи, викликаючи зміни 
моторики, секреції, мікрогемодинаміки, віс-
церальної чутливості, проникності мембран 
клітин. Механізм впливу стресу комплексний, 
проте його основна складова пов’язана з ви-
вільненням так званих «стрес-гормонів» над-
нирковими залозами. Останні зумовлюють 
вазоконстрикцію, і, як наслідок, виникнення 
гіпоксії та розвиток нітрозо-оксидативного 
стресу, спричинюють модифікацію вмісту 
мікрофлори у кишці та індукують зміни рівня 
нейротрансмітерів і прозапальних цитокінів, 
що, в свою чергу, також може впливати на 
кількісний і видовий склад мікрофлори [1]. 
Зміни секреції та моторики шлунка, дванад-
цятипалої та товстої кишки викликають акти-
вацію факторів, за рахунок яких реалізується 

потенціал вірулентності таких бактерій, як 
Escherichia coli та Campylobacte jejuni [2]. 

Іншим чинником, що призводить до роз-
витку ульцерогенних ушкодженнь у травній 
системі є використання нестероїдних про-
тизапальних препаратів (НПЗП). Упродовж 
тривалого періоду основна увага дослідників 
була приділена гастропатіям, що виникають 
унаслідок інгібування синтезу простагланд-
нів за умови дії НПЗП. Проте значний ушко-
джувальний ефект спостерігається також у 
тонкій та товстій кишках [3].

У патогенезі НПЗП-індукованої енторо-
патії важливу роль відіграють зміни у складі 
кишкової мікрофлори. Вплив останньої 
на розвиток виразкових процесів у різних 
відділах травного тракту має різнонаправ-
лений характер. З одного боку, при підви-
щенні проникності кишкового бар’єру під 
дією НПЗП посилюються сенсибілізуючі 
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впливи бактерійних симбіонтів (в першу 
чергу – ліпополісахаридів грамнегативних 
бактерій), виявляється агресивна дія окре-
мих біологічно активних речовин, які син-
тезуються мікроорганізмами. Так, доведено 
концентраційну залежність між активністю 
глюкуронідази Е. соlі, яка розщеплює кон’ю-
гати метаболітів НПЗП до більш токсичних 
речовин, та інтенсивністю ерозивних проце-
сів слизової оболонки. Також показано, що 
НПЗП самостійно та опосередковано через 
вплив на синтез ліпополісахаридів грамне-
гативних бактерій активують Toll-подібні 
рецептори. Останні відіграють ключову роль 
у внутрішньоклітинних механізмах розвитку 
виказкових ушкоджень у кишці, стимулюючи 
прозапальні реакції [4]. Тоді як нормосимбі-
онти виявляють протективну дію на слизову 
оболонку тонкої кишки, обмежуючи проліфе-
рацію умовно-патогенної мікрофлори. Разом 
з тим при тривалому застосуванні НПЗП у 
кишковій мікрофлорі не спостерігають таких 
симбіонтів, як Bifidobacterim adolescentis та 
Lactobacillus acidophilus [5].

Як у разі норми, так і патології, система 
оксиду азоту (NO), що включає субстрат 
L-аргінін, ферменти NO-синтази (NOS) та 
безпосередньо продукт NO, відіграє важ-
ливу роль у регуляції нормального функ-
ціонування органів травної системи. За 
фізіологічних умов постійно здійснюється 
експресія ізоформ NOS нейрональної (nNOS) 
та ендотеліальної (eNOS), які об’єднують під 
назвою конститутивна NOS (сNOS). NO, що 
синтезується цими ізоформами бере участь 
у регуляції фізіологічних процесів: підтри-
мання відповідного рівня кровотоку, процесів 
транспорту води та електролітів, бактерицид-
ної дії у разі потрапляння мікроорганізмів у 
слизову оболонку – міжклітинної комуніка-
ції, нейротрансмісії у ентеральних нейронах 
та моторики [6]. При розвитку виразкових 
ушкоджень, зокрема зумовлених дією НПЗП 
чи стресових чинників, відзначається різке 
зростання експресії іNOS та, як наслідок, 
підвищення продукції NO [7 – 9].

Зміни мікрофлори кишки у зв’язку зі ста-
ном системи L-аргінін – NOS – NO у тонкій 
та товстій кишці за умов поєднання впливу 
стресу та НПЗП вивчено недостатньо, що і 
стало метою нашої роботи.  

МЕТОДИКА

Дослідження проводили на 30 білих щурах 
масою 180–250 г, згідно з вимогами етики, 
передбаченими положеннями Європейської 
конвенції щодо захисту хребетних тварин, 
що використовуються для дослідних та інших 
наукових цілей. Тварини перебували у віварії 
за відповідних умов освітлення, температур-
ного режиму та стандартного раціону. Перед 
проведенням досліджень вони мали вільний 
доступ до води впродовж 20 год. 

Тварин було розподілено на 3 групи по 
10 у кожній. Інтактні тварини ввійшли до 
1-ї контрольної групи, до 2-ї – тварини, яким 
моделювали водно-іммобілізаційний стрес 
знерухомленням тварин у пластиковому кон-
тейнері, із зануренням останнього вертикаль-
но у воду (23±0,5°C) до рівня мечоподібного 
відростка тварини упродовж 5 год [10]; до 
3-ї – яким вводили неселективний блокатор 
циклооксигенази (ЦОГ) напроксен у дозі 10 
мг/кг per os за 30 хв до моделювання стресу.

На тлі знеболювання тіопенталом натрію 
(40 мг/кг) тварин декапітували, розрізали пе-
редню черевну стінку по білій лінії живота, 
виділяли тонку та товсту кишку і промивали 
її фізіологічним розчином. Для проведення 
мікробіологічних досліджень відбирали 4 
ділянки (дванадцятипалапала кишка, клубо-
ва кишка, проксимальний відрізок товстої 
кишки та її дистальний відділ). Механічно 
відділяли слизову оболонки тонкої кишки та 
товстої кишки і гомогенізували їх для дослі-
дження біохімічних показників.

При проведенні мікробіологічних до-
сліджень використовували класичний куль-
туральний метод [11]. Використовували 
диференційно-діагностичні та спеціальні 
живильні середовища. У дванадцятипалій, 
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клубовій кишці, проксимальному і дисталь-
ному відділах товстої кишки виявляли на-
явність, а також кількість мікроорганізмів: 
ентерококів, ешерихій, мікроаерофільних 
бактерій – лактобацил і біфідобактерій; ана-
еробів клостридіальної групи. 

Призначені для посіву фрагменти кишок 
розрізали, очищали порожнину від залиш-
ків вмісту і висівали посів через відбитки 
на щільні живильні середовища – Ендо та 
кров’яний агар, що дало змогу виявити до-
сліджувальні мікроорганізми у відповідному 
відділі травного каналу щура. Для визначення 
мікробного числа зскрібок зі слизової кишки 
вносили у пластикові ємності і зважували 
(близько 1-2 мг), додавали до наважки 1мл 
стерильного ізотонічного розчину та прово-
дили посів. Після інкубування в термостаті 
засіяних живильних середовищ при 37 0С 
впродовж 24 год підраховували кількість 
пророслих колоній бактерій (колонієутво-
рюючих одиниць – КУО) і перераховували 
на 1 г матеріалу, отримуючи мікробне чис-
ло. При дослідженні мікроаерофільної та 
анаеробної мікрофлори фрагменти кишок 
(близько 100 мг) розтирали у фарфоровій 
ступці з 1 мл фізіологічного розчину і після 
розведення від 1:10 до 1:1000000000 вносили 
у наступні середовища: для виявлення лакто-
бацил – напіврідкий тіогліколевий агар, для 
дослідження біфідофлори – Блаурока, для 
виявлення клостридій – Кітта-Тароцці [11]. 
Приналежність пророслих мікроорганізмів 
до відповідного таксону встановлювали 
за морфологічними (мікроскопуванням) і 
культуральними властивостями. Кількість 
лактобацил, біфідобактерій та клостридій 
визначали за найбільшим розведенням пер-
винного матеріалу, при якому в засіяному се-
редовищі спостерігався ріст, перераховували 
на 1 г матеріалу. 

Для оцінки системи L-аргінін – NOS – NO 
у гомогенатах слизових оболонок тонкої та 
товстої кишки визначали активність NOS  за 
методом Сумбаєва [12]; вміст нітрит-аніона 
за допомогою реактиву Грісса [13], актив-

ність аргінази за методом Geyer і Dabich [14]. 
Процеси ліпопероксидації досліджували за 
вмістом ТБК-активних продуктів [15].

Статистичну обробку експерименталь-
них результатів проводили з використанням 
прикладної програми ANOVA “Statistica”. 
Статистично достовірними вважали розбіж-
ності при Р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У тварин контрольної групи ентерококи ви-
явлено у всіх досліджених відділах кишки 
(табл. 1). Їх кількість зростала від (6,3±0,21) 
×104 у дванадцятипалій кишці до (1,6±0,55) 
×105 КУО/г,  у проксимальному відділі тов-
стої кишки, у дистальному відділі вона була 
дещо меншою – (7,9±0,32).104 КУО /г, що 
відповідало даним літератури [16]. Число 
ешерихій, лактобацил і спороутворюючих 
анаеробів підвищувалося і було найбільшою 
у дистальному відділі товстої кишки. Вміст 
біфідофлори також відрізнявся у відділах 
тонкої та товстої кишки і коливався від 
(1,0±0,2).103 до (3,2±0,4).107 КУО/г. 

У тварин конторольної групи як у слизовій 
оболонці тонкої кишки, так і товстої кишки 
домінувала активність сNOS, що становила 
0,58±0,1 та 0,49±0,09 нмоль/хв·г відповідно, 
тоді як активність iNOS була незначною. 
Активність аргінази та вміст нітрит-аніона 
суттєво не відрізнялися в слизових оболонках 
тонкої та товстої кишки. Вміст ТБК-активних 
продуктів не перевищував 240,7 мкмоль/г, що 
свідчить про низьку інтенсивність процесів 
ліпопероксидації у тварин контрольної групи 
(табл.2). 

За умов п’ятигодинного стресу були від-
значені наступні зміни мікрофлори: кількість 
ентерококів у тонкій кишці практично не 
змінювалась, тоді як у дистальній частині 
товстої кишки відзначали її зростання – 
від (7,9±0,32).104 до (3,2±0,32).105 КУО/г 
(Р<0,05); число ешерихій збільшувалося у 
клубовій та проксимальній частині, а в ди-
стальній частині воно зменшувалося; кіль-

Роль циклооксигенази у модифікації мікрофлори кишки при стресі
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кісні показники лактобацил у різних відділах 
кишки за умов стресу суттєво не змінювали-
ся. Кількість біфідобактерій збільшувалась у 
дванадцятипалій та клубовій кишках, вміст 
клостридіальної мікрофлори підвищувався 
у клубовій та зменшувався у дистальному 
відділі товстої кишки.

Зміни мікрофлори супроводжувалися знач-
ними коливаннями показників NO-синтазної 
системи. Так, стрес спричинював значну акти-
вацію iNOS у досліджуваних відділах кишки, 
зокрема в слизовій оболонці тонкої кишки 
вона зростала майже втричі, а товстої киш-
ки – приблизно у 5 разів (Р<0,01). Водночас 
знижувалась активність сNOS (на 51 та 65% 
в слизовій оболонці тонкої та товстої кишок 
відповідно) та активність аргінази (на 31 та 
52% відповідно, Р<0,05). Підвищувався вміст 

ТБК-активних продуктів на 13-19% (Р<0,05), 
що свідчить про активування процесів ліпо-
пероксидації. Макроскопічно деструктивних 
змін у слизовій оболонці тонкої та товстої 
кишок при дії стресу не спостерігалося.

При дослідженні мікрофлори різних 
відділів кишки тварин, які на тлі стресу от-
римували блокатор ЦОГ-1/ЦОГ-2 напроксен, 
відзначили тенденцію до зростання числа 
ентерококів у тонкій кишці до (6,3±0,44).105 
КУО/г Кількість ешерихій у клубовій та 
проксимальній частині товстої кишці змен-
шилась, а у дистальній частині – збільши-
лося. Число лактобактерій за вказаних умов 
зросло в дванадцятипалій кишці (Р<0,05), а 
клостридій – у товстій кишці.

Введення НПЗП на тлі стресу зумовлю-
вало суттєві зміни показників NO-синтазної 

Таблиця 1. Розподіл основних груп бактерійних симбіонтів (КУО/г) у різних відділах кишки за умов стресу  
та інгібування циклооксигенази напроксеном (M+m, n=10)

Схема досліду
Enterococcus 

spp.
Escherichia coli

Lactobacillus 
spp

Bifidobacterium 
spp.

Clostridium 
spp.

Контроль
  Дванадцятипала кишка (6,3±0,21).104 (1,0 ±0,14).102 (2,5±0,25).103 (1,0±0,2).103 (5,0±0,19).102

  Клубова кишка (6,3±0,25).104 (1,0±0,23).103 (2,5±0,21).104 (6,3±0,19).103 (6,3±0,20).103

  Проксимальний  
  відділ товстої кишки

(1,6±0,35).105 (5,0±0,26).104 (3,2±0,50).106 (1,0±0,35).106 (1,0±0,27).104

  Дистальний  
  відділ товстої кишки

(7,9±0,32).104 (4,0±0,30).105 (1,0±0,35).108 (3,2±0,40).107 (1,0±0,3).105

Стрес
  Дванадцятипала кишка (1,0±0,32).104 0 (1,6±0,20).103 (1,26±0,25).104* (6,3±0,16).102

  Клубова кишка (3,2±0,32).104 (1,0±0,29).104* 3,2±0,40).104 (1,0±0,33).105* (1,0±0,24).104*

  Проксимальний  
  відділ товстої кишки

(6,3±0,30).105 (2,0±0,4).105* (2,5±0,38).106 (2,0±0,35).106 (1,3±0,25).104

  Дистальний  
  відділ товстої кишки

(3,16±0,34).105* (2,0±0,32).104* (3,2±0,52).108 (6,3±0,42).107 (1,6±0,25).104*

Стрес і введення  
напроксену
  Дванадцятипала кишка (4,0±0,33).104 0 (1,0±0,22).104** (1,6±0,32).104 (1,0±0,22).103

  Клубова кишка (6,3±0,32).104 (1,0±0,16).102# (1,0±0,26).104 (1,6±0,32).105 (1,0±0,24).104

  Проксимальний  
  відділ товстої кишки

(6,3±0,44).105 (1,6±0,35).104** (1,0±0,35).106 (2,5±0,43).106 (1,0±0,40).105**

  Дистальний  
  відділ товстої кишки

(1,0±0,3).105 (1,6±0,40).106** (4,0±0,40).108 (6,3±0,32).107 (1,3±0,33).105**

*P<0,05, порівняно з інтактними тваринами; 
**P < 0,05 порівняно зі значеннями у тварин, які підлягали стресу.
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системи. Напроксен спричинював підвищен-
ня активності сNOS у слизовій оболонці тон-
кої та товстої кишок на 12,5 та 43% (P<0,05) 
відповідно порівняно зі значеннями при 
стресі. При цьому активність iNOS у слизовій 
оболонці товстої кишки знижувалась прак-
тично вдвічі (Р<0,05). Активність аргінази 
за умов неселективного інгібування ЦОГ на 
тлі стресу залишалась значно нижчою, ніж у 
інтактних тварин. 

Слід відзначити, що ульцерогенна дія 
стресу носить комплексний характер – у 
механізми її розвитку залучені чинники, які 
регулюють функціонування організму на 
рівні центральних відділів ЦНС, системи 
гіпоталамус-гіпофіз-кора надниркових залоз, 
осі «головний мозок – кишка», а також на 
клітинному та молекулярному рівнях [1]. Так, 
вплив стресу викликає порушення мікроге-
модинаміки та посилення оксидативних про-
цесів, зростання проникності епітеліального 
бар’єру, зниження моторики тонкої кишки, 
а також зміни мікробіоценозу. При цьому 
моторна функція товстої кишки активується 
[1, 17].

«Стрес-гормони», з одного боку, викли-
каючи ішемію слизової оболонки тонкої 
та товстої кишки, зумовлюють зростання 
рівня активності іNOS та продукцію NO, а з 
іншого боку глюкокортикоїди інгібують фос-
фоліпазу А2, що відповідає за вивільнення 
арахідонової кислоти, та знижують синтез 
простагландинів [18]. Враховуючи те, що 
стрес тривав 5 год, більш виражено змінюва-
лась активність системи NOS–NO та проце-
сів ліпопероксидації. Серед досліджуваних 
мікроорганізмів спостерігали перерозподіл 
кількості ентерококів та ешерихій у бік їх 
зростання у тонкій та проксимальному від-
ділі товстої кишки. У дистальному відділі 
товстої кишки спостерігалась елімінація 
вказаних груп мікроорганізмів, що можливо 
пов’язано з активацією рухової активності 
кишки за умов стресу. Варто зазначити, що 
згідно з даними літератури стрес зумовлює 
зменшення кількості лактобактерій в травно-
му тракті [19], проте у наших дослідженнях 
показано лише тенденцію до її зниження в 
дванадцятипалій кишці та проксимальному 
відділі товстої кишки.

Таблиця 2. Зміни активності NO-синтаз (NOS), аргінази, вмісту нітрит-аніону та ТБК-активних продуктів у 
гомогенатах слизових оболонок тонкої та товстої кишок (M±m, n=10)

Схема досліду
ТБК-активні
продукти,
мкмоль/г

Нітрит- 
аніон,

мкмоль/г

NOS, нмоль/хв•г
Аргіназа,

мкмоль/хв·мгІндуцибельна Конститутивна

Контроль

    Тонка кишка 191,0±9,9 17,2±1,3 0,24±0,06 0,58±0,1 0,32±0,04

    Товста кишка 240,7±5 17,6±1,3 0,23±0,08 0,49±0,09 0,38±0,08

Стрес
    Тонка кишка 237,0±6,8* 20±0,75* 0,69±0,10* 0,22±0,07* 0,22±0,022

    Товста кишка 267,4±6,0 20,5±1,1* 1,1±0,2** 0,17±0,06* 0,18±0,03*

Стрес і введен-
ня напроксену
    Тонка кишка 221,0±7,8*** 20±0,81 0,39±0,14*** 0,32±0,12 0,22±0,03

    Товста кишка 277,1±7,3 18,2±1,7 0,54±0,23*** 0,30±0,09 0,22±0,04
* P<0,05, ** P<0,01 порівняно з інтактними тваринами; ***- P < 0,05 порівняно зі значеннями у тварин, 
які підлягали стресу.
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У наших попередніх дослідженнях також 
було відзначено, що адреналініндукований 
стрес призводив до різкого підвищення ак-
тивності іNOS, та інтенсивності процесів 
ліпопероксидації при практично відсутніх 
макроскопічних змінах у слизовій оболонці 
тонкої та товстої кишки [20]. Подібні зміни 
спостерігалися за умов водно-іммобілізацій-
ного стресу. Порівнюючи ранні зміни актив-
ності різних прозапальних ензимів (іNOS, 
мієлопероксидаза, ЦОГ-2) було показано, 
що зростання активності та експресії iNOS 
може служити найчутливішим маркером, ко-
трий відображає ініціацію біохімічних змін, 
які призводять до розвитку деструктивних 
ушкоджень [21].

Блокування ЦОГ-1/ЦОГ-2 напроксеном 
на тлі стресу виявило зниження рівня ак-
тивності іNOS у слизовій оболонці тонкої 
та товстої кишки у порівнянні зі значеннями 
при самому стресі. Подібні зміни спосте-
рігалися в слизовій оболонці шлунка [22]. 
Це зумовлено тим, що між системами ЦОГ 
– простагландини та NOS–NO існують тіс-
ні взаємозв’язки: NO може безпосередньо 
стимулювати експресію ЦОГ та біосинтез 
простагландинів через пряму його дію на 
гем простетичної групи [23]. З іншого боку, 
простагландини регулюють активність NOS. 
У зв’язку з цим блокування активності ЦОГ 
призводить до зниження активності NOS (у 
першу чергу, iNOS) та продукції NO [8]. 

Відомо, що при застосувнні таких НПЗП, 
як диклофенак, напроксен, індометацин тощо 
відбувається неселективне блокування актив-
ності ЦОГ і, як наслідок, суттєве зменшення 
продукції простагландинів, що за фізіоло-
гічних умов здійснюють цитопротекторні 
ефекти в органах травної системи. Слід від-
значити, що селективне інгібування ЦОГ-1 не 
викликло ушкоджень слизової оболонки, од-
нак призводило до зниження синтезу проста-
гландинів. Ушкоджуюча дія НПЗП у тонкій 
кишці у разі їх тривалого введення пов’язана 
з рециркуляцією: після всмоктування НПЗП 
у тонкій кишці вони надходять у печінку і у 

складі жовчі виділяються в дванадцятипалу 
кишку та викликають деструктивний вплив 
на епітеліальні клітини [24]. 

При введенні напроксену на тлі водно-ім-
мобілізаційного стресу зміни кількості ос-
новних симбіонтів пов’язані з пригніченням 
утворення NO, який має бактерицидну дію і 
може відігравати роль селективного фактора 
в мікробних асоціаціях та зниженням утво-
рення простагландинів, що супроводжується 
змінами моторики  кишки і, відповідно, спо-
вільнює елімінацію окремих груп мікроорга-
нізмів (ешерихій та ентерококів). 

З літературних джерел відомо, що введен-
ня НПЗП гризунам викликає зміни у кількості 
та видовому складі кишкових бактерій, що 
також є одним із факторів розвитку деструк-
тивних ушкожень кишки. Це в першу чергу 
стосується суттєвого зростання числа грам-
негативних бактерій [24]. Слід відзначити, що 
деякі мікроорганізми, зокрема лактобацили 
та біфідобактерії маючи нітрозоредуктазну 
активність, також беруть участь в утворенні 
NO [7].

Аналізуючи отримані результати, слід 
врахувати те, що у раніше проведених нами 
дослідженнях показано, що блокування 
ЦОГ на тлі водно-іммобілізаційного стресу 
призводило до зростання деструктивних 
ушкоджень слизової оболонки шлунка на тлі 
зниженої активності іNOS [19]. Відсутність 
макроскопічних ушкоджень слизової обо-
лонки кишки можливо зумовлено вищим її 
антиоксидантним рівнем захисту порівняно 
зі слизовою оболонкою шлунка. 

Таким чином, блокування ЦОГ на тлі 
стресу є фактором розвитку дисбіозу, що 
відбувається одночасно зі змінами нітро-
зо-оксидативного стану кишки щурів. Це 
може бути спричинено тим, що, інгібітори 
ЦОГ-1/ЦОГ-2, порушуючи стабільність 
мутуалістичної системи “організм госпо-
даря – мікроорганізм” обмежують пози-
тивні функції нормосимбіонтів, зсуваючи 
їх активність у бік реалізації патогенних 
потенцій.
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ВИСНОВКИ 

1. Водно-іммобілізаційний стрес упродовж 
5 год викликав різке зростання активності 
iNOS у слизовій оболонці тонкої та товстої 
кишок та підвищення рівня ліпопероксидації, 
тоді як активність сNOS та аргінази знижу-
валася, що супроводжувалось змінами мікро-
біоценозу: зростанням кількості ешерихій 
(крім дванадцятипалої кишки), тенденцією до 
зниження числа ентерококів у тонкій кишці 
та їх зростання в дистальному відділі товстої 
кишки, підвищенням кількості біфідобакте-
рій у дванадцятипалій та клубовій кишці та 
зниженням вмісту клостридій у дистальному 
відділі товстої кишки.

2. Блокування ЦОГ напроксеном на тлі 
стресу у порівнянні зі значеннями у разі самого 
стресу, призводило до зниження активності 
iNOS у слизовій оболонці товстої та тонкої 
кишок, підвищенні активності сNOS в слизовій 
товстої кишки. При цьому виявлено зниження 
числа ешерихій у клубовій та проксимальній 
частині товстої кишки та зростання в дисталь-
ній частині товстої кишки. Кількість лактобак-
терій підвищилась у дванадцятипалій кишці, 
а клостридій – у тонкій кишці.

3. Незважаючи на короткоривалість впли-
ву стресу та блокування ЦОГ зміни мікробі-
оценозу в тонкій та товстій кишці та актив-
ності iNOS створюють умови для подальшого 
розвитку енторопатій. 

И.С.Фоменко, А.П. Корнейчук, А.Р. Гураль,  
Р.Г. Шикула, И.И. Илькив, А.Я. Скляров

РОЛЬ ЦИКЛООКСИГЕНАЗЫ  
В МОДИФИКАЦИИ МИКРОФЛОРЫ  
КИШКИ ПРИ СТРЕССЕ

Изучали изменения NO-синтазной системы и состояние 
микрофлоры у крыс в условиях совместного влияния вод-
но-иммобилизационного стресса и блокирования цикло-
оксигеназы. Показано, что стресс сопровождается резким 
возрастанием активности индуцибельной NО-синтазы 
(iNOS), повышением интенсивности процессов липопе-
роксидации в слизистой оболочке тонкой и толстой кишки, 
а также изменением микрофлоры: количество эшерихий 
увеличивалось, энтерококков уменьшалось в тонкой и воз-

растало в толстой кишке. Блокирование циклооксигеназы 
напроксеном на фоне стресса сопровождалось снижением 
активности iNOS в тонкой и толстой кишках сравнительно 
со значениями при стрессе, одновременно усиливалась 
активность конститутивной NOS в толстой кишке. При 
этом наблюдалось умеренное увеличение количества энте-
рококков в двенадцатиперстной кишке, резкое уменьшение 
эшерихий в подвздошной кишке, умеренное снижение 
содержания последних в проксимальной части толстой 
кишки, а увеличение – в дистальной ее части. Дисбиоз, 
активация процессов липопероксидации и изменения по-
казателей системы NOS в условиях совместного действия 
стресса и блокирования циклооксигеназы могут создавать 
предпосылки для розвития деструктивных изменений, 
лежащих в основе энтеропатий.
Ключевые слова: стресс; нестероидные противовоспа-
лительные препараты; оксид азота; микрофлора; тонкая 
кишка; толстая кишка.

I.S. Fomenko,  O.P. Korniychuk, A.R. Hural’,  
R.G. Shykula, I.I.Ilkiv, A.Ya. Sklyarov

ROLE OF CYCLOOXYGENASE IN MODI-
FICATION OF INTESTINAL MICROFLORA 
UNDER STRESS CONDITION 

Stress and nonsteroidal anti-inflammatory drugs, which act 
as nonselective inhibitors of cyclooxygenase, are the main 
factors of ulcerogenesis in digestive system. However, the 
peculiarities of their combined action upon the status of 
intestinal microflora and the parameters of NO-synthase 
system are still poorly understood. In experiments with rats 
we show that water-restrained stress was accompanied by 
a considerable increase of iNOS activity and intensity of 
lipoperoxidation processes. The increase of Escherichia 
coli content and the decrease in Enterococcus spp. con-
centration in the small intestine with their simultaneous 
rise in the large intestine were noticed under these condi-
tions. Cyclooxygenese blockage with naproxen prior to 
induction of water-restrained stress was accompanied by 
the decease of iNOS in small and large intestines, with the 
synchronous rise of cNOS activity in the large intestine as 
compared with indexes in stress. The moderate increase 
in Enterococcus spp. content in duodenum with the rise 
of Escherichia coli concentration in the ileum was shown. 
The Escherichia coli content decreased in the proximal 
part of the large intestine and decreased in its distal part. 
Disbiosis, intensification of lipoperoxidation processes and 
changes in NO-synthase system parameters under condi-
tion of simultaneous action of stress and cyclooxygenase 
blockage can create preconditions for the development of 
destructive changes and enteropathias. 
Key words: stress; NSAIDs; nitric oxide; microflora; small 
intestine; large intestine.
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Участь парасимпатичної ланки нервової системи  
в реалізації дії біофлавоноїдів на шлункову секрецію 
у щурів 
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Ми дослідили ефекти корвітину, модифікованої форми кверцетину, на секреторну функцію шлунка 
щурів з перев’язаним пілорусом та фізіологічні механізми, залучені в їх забезпечення. У тварин, 
яким корвітин вводили в дозі 5 мг/кг, незалежно від шляху введення – в шлунок чи в дванадцятипалу 
кишку, порівняно з контрольною групою, не спостерігали змін ні об’єму соку, ні загальної продук-
ції хлористоводневої кислоти (ХК). Кількість препарату 40 мг/кг викликала збільшення об’єму 
шлункового соку та продукції ХК як при внутрішньошлунковому, так і внутрішньодуоденальному 
введенні. Нами було також встановлено, що після застосування великої дози корвітину (40 мг/кг, 
внутрішньошлунково) в крові експериментальних тварин спостерігалося вірогідне зменшення вмі-
сту глюкози, чого не було виявлено при використанні 5 мг/кг препарату. Неспецифічний антагоніст 
М-холінергічних рецепторів атропін майже повністю блокував посилення шлункової секреції, яка 
була викликана введенням у шлунок 40 мг/кг корвітину. Виходячи з одержаних результатів, можна 
зробити висновок про те, що надходження до шлунка щура корвітину в кількості 40 мг/кг викликає 
гіпоглікемію, яка може спричинити зростання активності блукаючого нерва з наступною стимуля-
цією шлункової секреції. Блокада атропіном секреторної відповіді шлунка щурів, яка спостерігалася 
після застосування корвітину в зазначеній дозі, підтверджує участь парасимпатичної нервової 
системи в її забезпеченні. 
Ключові слова: шлунок; корвітин; гіпоглікемія; шлункова секреція; хлористоводнева кислота; па-
расимпатична нервова система; перев’язування пілоруса.
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ВСТУП

Кверцетин (3,5,7,3’,4’-пентагідроксифлавон) 
– один із найбільш поширених у природі 
флавоноїдів, відомий насамперед як силь-
ний антиоксидант. Біохімічні механізми 
його дії на клітину частково пов’язують з 
гальмуванням активності низки ферментів, 
зокрема редуктази, ксантиноксидази, фос-
фодіестерази, Ca2+-ATФaзи, ліпоксигенази, 
циклооксигенази [1]. Гальмуючи актив-
ність фермента H+,K+-ATФази ізольованих 
парієтальних клітин, кверцетин пригнічує 
стимульовану гістаміном секрецію хлористо-
водневої кислоти (ХК) з цих клітин [2]. Дані 
інших авторів, одержані в дослідах in vivo 

свідчать, що кверцетин жодним чином не 
впливає на продукцію ХК [3]. Загалом його 
дія, як і інших флавоноїдів, є складною і її 
часто навіть називають парадоксальною. Ця 
сполука цікава тим, що різні її дози можуть 
викликати протилежні ефекти. Так, у малих 
дозах він виступає як антиоксидант, а у ве-
ликих – як прооксидантна сполука [4]. Біль-
шість досліджень ефектів кверцетину про-
ведено in vitro, тому фізіологічні механізми 
його впливу на органи цілісного організму в 
переважній більшості не вивчені. Кверцетин, 
який є превалюючим флавоноїдом у щоден-
ному раціоні людини, потрапляє до організму 
через шлунок, проте, внаслідок низької біо-
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доступності майже не всмоктується і тому 
не має значного впливу на цей орган [5]. 
Для кращого засвоєння та збільшення тера-
певтичної ефективності флавоноїдів наразі 
розроблено спеціальні системи доставки їх у 
клітину – це такі, як ліпосоми, мікросфери, 
наночастинки, трансферосоми, етосоми тощо 
[6]. Конкретно для кверцетину було розро-
блено нанокристали – значно ефективніші у 
впливі на клітину, ніж оригінальна субстанція 
[7]. Вітчизняний препарат корвітин має під-
вищену розчинність у воді та в інших ріди-
нах. При цьому він демонструє всі біологічні 
ефекти, притаманні кверцетину, зокрема є 
потужним антиоксидантом і блокатором цілої 
низки клітинних ферментів. На відміну від 
оригінального кверцетину, корвітин швидко 
проникає в кров’яне русло, протягом трива-
лого часу діючи на тканини та клітини. Тут 
його зв’язок з білками плазми крові становить 
більше, ніж 98 % [8]. Раніше ми показали, 
що малі дози корвітину захищають слизову 
оболонку шлунка (СОШ) щура від ураження 
етанолом, а великі – навпаки, посилюють. 
Далі на щурах з перев’язаним пілорусом нами 
було встановлено, що при внутрішньошлун-
ковому застосуванні малих доз корвітину 
об’єм шлункового соку та загальна продукція 
ХК в шлунку не змінюються, тоді як великі 
дози досліджуваного препарату провокували 
істотне збільшення цих показників шлунко-
вої секреції [9, 10]. Причини зміни об’єму 
секреції загалом та кислотопродукції в шлун-
ку щура з перев’язаним пілорусом зокрема 
при застосуванні підвищених доз корвітину 
лишаються нез’ясованими. 

Метою нашої роботи було дослідження 
фізіологічних механізмів, на яких базується 
встановлений ефект корвітину. 

МЕТОДИКА 

Всі експерименти проводили з дотриманням 
існуючих Міжнародних принципів Європей-
ської конвенції про захист тварин, що вико-
ристовуються в експериментах (Страсбург, 

1986). Дослідження проведені в гострих 
дослідах на білих безпорідних щурах масою 
210–270 г, яких утримували у віварії в умовах 
природного освітлення на стандартному хар-
човому раціоні з вільним доступом до питної 
водопровідної води. Щурів наркотизували 
тіопенталом натрію (35 мг/кг, внутрішньо-
очеревинно). Шлункову секрецію стимулю-
вали за Шеєм 4-годинним перев’язуванням 
пілоруса [11]. Досліди розпочинали натще: 
напередодні тварин утримували голодними 
протягом 24 год. Усіх щурів було поділено 
на 13 груп, по 6–8 тварин у кожній. Вплив 
корвітину на шлункову секрецію при введен-
ні препарату в шлунок вивчали на 3 групах 
щурів: І – контрольна група (фізіологічний 
розчин, 5 мл/кг), ІІ група – корвітин, 5 мг/кг, 
ІІІ група – корвітин, 40 мг/кг. Ще по стільки 
ж груп тварин знадобилося: а) для вивчення 
шлункової секреції після введення корвітину 
в дванадцятипалу кишку; б) для визначення 
вмісту глюкози в крові. При дослідженні 
впливу блокади М-холінорецепторів атро-
піном на зміни інтенсивності шлункової 
секреції, викликані введенням корвітину в 
дозі 40 мг/кг, було залучено 4 групи тварин: 
І – контрольна (фізіологічний розчин); ІІ 
– із введенням в шлунок корвітину (40 мг/
кг); ІІІ – з внутрішньовенними ін’єкціями 
атропіну (1 мг/кг); ІV – атропіну (1 мг/кг) і 
корвітину (40 мг/кг). Після наркотизування у 
щурів відкривали черевну порожнину та ді-
ставали шлунок. Пілоричну частину шлунка 
перев’язували лігатурою. Корвітин розчиня-
ли у фізіологічному розчині безпосередньо 
перед роботою. Для того щоб виявити, які 
саме механізми задіяні в ефектах корвітину 
на шлункову секрецію у щурів з перев’яза-
ним пілорусом – локальні чи системні, ми 
використали два шляхи введення препарату 
– внутрішньошлунковий і внутрішньодуоде-
нальний. Усі розчини вводили через металеву 
орогастральну трубку. В експериментах з 
блокадою М-холінорецепторів атропін вво-
дили через 5 хв після перев’язування піло-
руса, а корвітин – через 15 хв. Після 4 год 
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Участь парасимпатичної ланки нервової системи в реалізації дії біофлавоноїдів на шлункову секрецію у щурів

досліду шлунки видаляли, а їх вміст збирали 
в градуйовані пробірки. Щурів виводили 
з досліду, ввівши велику дозу наркозу. У 
зібраних пробах шлункового соку визнача-
ли: загальний об’єм (мілілітри) та загальну 
продукцію ХК в мікромоль за 1 год. Після 
вимірювання об’єму сік центрифугували 
протягом 10 хв при 3500 хв-1, супернатант 
переносили в хімічні скляночки, додавали до 
нього 5 мл дистильованої води, вимірювали 
його рН (іономір “рН-150”) і титрували 0,01 
N розчином NаОН до рН 7,0 для визначення 
загальної продукції ХК. 

Вміст глюкози в крові вимірювали в мілі-
молях на 1 л за допомогою глюкометра та 
спеціальних тестів. Кров для аналізу брали 
з хвостової вени. В кожної тварини протя-
гом експерименту було 5 таких аналізів: 
першу пробу крові відбирали за 10 хв до 
перев’язування пілоруса і введення корвітину 
в шлунок (вихідний рівень), всі наступні – в 
кінці кожної години експерименту. Така схема 
досліду дає змогу визначити не лише різницю 
між вихідним та кінцевим вмістом глюкози в 
крові, а й динаміку процесу, якщо така існує.

Статистичний аналіз одержаних резуль-
татів здійснювали за стандартними метода-
ми варіаційної статистики з використанням 
W-тесту Шапіро-Уілка та критерію t Стью-

дента. Відмінності між окремими групами 
вважали статистично значущими при Р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ  ТА  ЇХ  ОБГОВОРЕННЯ

У тварин, які одержували 5 мг/кг корвітину, 
незалежно від способу введення, не спо-
стерігали змін ні об’єму соку, ні загальної 
продукції ХК, порівняно з контрольною 
групою. Доза препарату 40 мг/кг викликала 
збільшення цих показників як при внутрішнь-
ошлунковому, так і внутрішньодуоденально-
му введенні корвітину (таблиця). 

Вміст глюкози в крові щодо контролю 
не змінювався при дозі корвітину 5 мг/кг і 
зменшувався при введенні 40 мг/кг препарату 
(рис. 1). Вірогідне зменшення цього показ-
ника було виявлене в кінці другої години до-
сліду і тривало до завершення експерименту, 
поступово повертаючись до вихідного рівня. 
Мінімальний вміст глюкози в крові відмічали 
після третьої години досліду.

Щоб підтвердити нашу думку про те, що 
індукована корвітином в дозі 40 мг/кг секре-
ція шлункового соку та ХК опосередкована 
парасимпатичними шляхами, ми дослідили 
вплив на неї неселективного антагоніста 
мускаринових рецепторів – атропіну і по-
рівняли його з ефектом самого атропіну 

Ефекти різних доз корвітину на показники шлункової секреції щурів з перев’язаним пілорусом 

Cхема досліду
Об’єм шлунко-
вого соку, мл

∆, %
Продукція хлористо-

водневої кислоти, 
мкмоль/год

∆, %

Внутрішньошлункові введення  (n=8)

      фізіологічного розчину   5 мл/кг 3,7+0,16 – 47,7+2,97 –

      корвітину      5 мг/кг 3,7+0,16 – 48,7+3,0 –

                            40 мг/кг 8,1+0,32*** 220 253,2+12,2*** 421

Внутрішньодуоденальні введення (n=6)

      фізіологічного розчин    5 мл/кг 2,84+0,47 – 44,56+4,2 –

      корвітину   5 мг/кг 3,01+0,4 – 45,2+4,8 –

                         40 мг/кг 6,3+0,65*** 210 169,65+24,8*** 275
***Р<0,001 щодо контролю.
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на секрецію шлунку щура з перев’язаним 
пілорусом. Як показано в таблиці, одне лише 
перев’язування пілоруса стимулювало шлун-
кову секрецію у щурів: об’єм соку становив 
3,67+0,16 мл, загальна продукція кислоти 
– 47,68+2,97 мкмоль/год. Корвітин в дозі 40 
мг/кг збільшував ці показники: об’єм соку 
до 8,1+0,32 мл, дебіт кислоти – до 253,2+12,2 
мкмоль/год. Атропін зменшував об’єм соку 
інтактних щурів до 0,71+0,06 мл, а в групі з 

корвітином – до 0,63+0,07 мл; загальна про-
дукція ХК у цих самих групах знижувалася 
до 3,7+0,21 та 3,9+0,32 мкмоль/год відповідно 
(рис. 2). 

Активність шлункових залоз регулюється 
як місцевими, так і центральними механізма-
ми. Провідна роль у передачі центральних 
сигналів до шлунка належить блукаючим 
нервам. Перев’язування пілоруса збільшує 
шлункову секрецію внаслідок активації міс-

Рис.1. Зміни вмісту глюкози в крові щурів при внутрішньошлунковому введенні 40 мг/кг корвітину: І – контроль; ІІ –  
після введення корвітину в дозі 5 мг/кг; ІІІ – після введення корвітину в дозі 40 мг/кг. ***Р<0,001 щодо вихідного рівня 
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Рис. 2. Вплив блокади М-холінорецепторів атропіном на зміни інтенсивності шлункової секреції у щурів з перев’язаним 
пілорусом, викликані введенням корвітину в дозі 40 мг/кг: а – об’єм соку, б – продукція хлористоводневої кислоти; І – кон-
троль (фізіологічний розчин); ІІ – корвітин,  40 мг/кг; ІІІ – атропін, 1 мг/кг; ІV – атропін і корвітин. **Р<0,01; ***Р<0,001
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цевих ваго-вагальних рефлексів, збуджених 
стимуляцією механорецепторів антраль-
ної зони СОШ [12]. Локальні механізми 
стимуляції шлункової секреції включають 
холін- та пептидергічні волокна шлункової 
стінки, а також гістамін і пептиди чи гормони 
(гастрин, соматостатин), що секретуються 
фундальними і антральними залозистими 
клітинами. Гастрин, гістамін та ацетилхолін 
стимулюють шлункову секрецію, збільшуючи 
як кількість соку, так і вміст ХК [13]. Згідно 
з даними літератури, у щура з перев’язаним 
пілорусом застосування гістаміну чи карба-
холіну посилює секрецію шлункового соку в 
середньому в 1,5 раза, проте продукцію ХК 
збільшує лише гістамін (також в 1,5 раза) 
[14]. Результати нашої роботи свідчать, що 
корвітин в дозі 40 мг/кг посилює секрецію 
ХК у шлунку з перев’язаним пілорусом 
більше ніж у 4 рази. Така шлункова секреція 
можлива при центральній активації блукаю-
чого нерва, зокрема через зниження вмісту 
глюкози в крові, яке можна спровокувати в 
експерименті введенням інсуліну. Гіпогліке-
мія є потужним подразником ядер блукаючих 
нервів. Через неї інсулін викликає значне і 
довготривале посилення роботи шлункових 
залоз, яке гальмується атропіном [15]. Вміст 
глюкози в крові знижується вже через 30 хв 
після введення інсуліну і для активації шлун-
кової секреції він не повинен перевищувати 
50 мг% [16]. У науковій літературі можна 
знайти підтвердження тому, що кверцетин 
може прямо стимулювати секрецію інсуліну 
β-клітинами підшлункової залози завдяки 
збільшенню надходження Ca2+ через L-тип 
кальцієвих каналів [17]. Оскільки корвітин 
добре розчиняється у воді та інших розчин-
никах і досить швидко потрапляє в кров’яне 
русло, то при введенні його у великих дозах 
у плазмі крові може швидко накопичуватися 
значна його кількість, провокуючи надхо-
дження інсуліну з підшлункової залози. В до-
слідах на щурах було показано, що екстракти 
лікарських рослин з високим вмістом флаво-
ноїдів, зокрема кверцетину, викликають до-

зозалежне зменшення вмісту глюкози в крові 
тварин як з експериментальним діабетом, так 
і з глікемією в межах норми [18]. 

Отже, попереднє застосування атропіну 
пригнічує шлункову секрецію у щурів, ви-
кликану корвітином, до того ж рівня, що й у 
тварин, яким вводили лише атропін. Цілком 
можливо, що стимуляція корвітином секреції 
шлункового соку і ХК здійснюється за участю 
парасимпатичної нервової системи, активація 
якої може бути викликана гіпоглікемією, зу-
мовленою введенням великої дози препарату.

Т.В. Вовкун, П.И. Янчук, Л.Я. Штанова,  
С.П. Весельский, А.С. Шаламай

УЧАСТИЕ ПАРАСИМПАТИЧЕСКОГО ЗВЕ-
НА НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ В РЕАЛИЗАЦИИ 
ДЕЙСТВИЯ БИОФЛАВОНОИДОВ  
НА ЖЕЛУДОЧНУЮ СЕКРЕЦИЮ У КРЫС

Мы исследовали эффекты корвитина, модифицированной 
формы флавоноида кверцетина,на секреторную функцию 
желудка крысы с перевязанным пилорусом и физиологиче-
ские механизмы, вовлеченные в их обеспечение. У живот-
ных, которые получали 5 мг/кг корвитина, независимо от 
способа введения – в желудок или в двенадцатиперстную 
кишку не наблюдали изменений ни объема желудочного 
сока, ни общей продукции хлористоводородной кислоты 
сравнительно с контрольной группой. Доза препарата 
40 мг/кг вызывала увеличение объема сока и продукции 
хлористоводородной кислоты как при внутрижелудочном, 
так и внутридуоденальном введении. Нами также было 
установлено, что после применения большой дозы корви-
тина в крови экспериментальных животных наблюдалось 
достоверное уменьшение содержания глюкозы, чего не 
было обнаружено при использовании 5 мг/кг препарата. 
Неспецифический антагонист М-холинергических ре-
цепторов атропин почти полностью блокировал усиление 
желудочной секреции, вызванное введением в желудок 
корвитина в большой дозе. Исходя из полученнных ре-
зультатов, можно сделать вывод о том, что поступление 
в желудок крысы с перевязанным пилорусом большой 
дозы корвитина провоцирует гипогликемическую реакцию 
крови, которая может стать причиной увеличения актив-
ности блуждающего нерва с последующей стимуляцией 
желудочной секреции. Блокада атропином секреторного 
ответа желудка, которая наблюдалась после применения 
40 мг/кг корвитина, подтверждает участие парасимпа-
тической нервной системы в этом процессе у крысы с 
перевязанным пилорусом.
Ключевые слова: желудок; корвитин; гипогликемия; 
желудочная секреция; хлористоводородная кислота; па-
расимпатическая нервная система; перевязка пилоруса.

Участь парасимпатичної ланки нервової системи в реалізації дії біофлавоноїдів на шлункову секрецію у щурів
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T.V. Vovkun1, P.I. Yanchuk1, L.Y. Shtanova1,  
S.P. Vesеlskyу1, A.S. Shalamaу2

PARTISIPATION OF PARASYMPATHETIC 
PART OF NERVOUS SYSTEM IN REALIZA-
TION OF BIOFLAVONOIDS ACTION ON GAS-
TRIC SECRETION IN RATS

In this study we investigated the effects of corvitin – modified 
form of flavonoid quercetin on the stomach secretory function 
and physiological mechanisms involved in the maintenance of 
such effects in rat’s pylorus-ligated model. In animals which 
corvitin was injected at a dose of 5 mg/kg, regardless of the 
route of administration – in the stomach or duodenum, did not 
observe any changes in the volume of gastric juice or general 
production of hydrochloric acid, compared with the control 
data. Dose of 40 mg/kg caused an increase in the volume of 
gastric juice and hydrochloric acid output as when adminis-
tered in the stomach and in the duodenum. We also found that 
after the application of a large dose of corvitin (intragastrically) 
in the blood of experimental animals showed reduction in 
glucose levels, which was not detected when using the drug 
in a dose of 5 mg/kg. Nonspecific antagonist of M-cholinergic 
receptors – atropine almost completely blocked the enhance-
ment of gastric secretion, which was caused by the introduction 
into the stomach of corvitin in large dose. From the present 
data, it is reasonable to conclude that intragastric administra-
tion of a large dose of corvitin to pylorus-ligated rats induces 
hypoglycemic reaction of blood, which may causes an increase 
in vagus nerve activity with subsequent stimulation of gastric 
secretion. The increase in gastric juice volume and gastric 
acid output induced by corvitin was completely inhibited by 
atropine. These results suggested that the increase in gastric 
secretion induced by intragastrically administered corvitin 
could be mediated by the parasympathetic nervous system.
Key words: stomach, corvitin, hypoglycemia, gastric secre-
tion, hydrochloric acid, parasympathetic nervous system, 
pylorus ligation.
1 Kyiv Taras Shevchenko National University; 
2 Closed Joint Stock Company «Borschagovsky Chemical-
Pharmaceutical Plant «, Kyiv, Ukraine
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Вплив зниженої концентрації кисню та сірководню 
на амінокислотний метаболізм  
і проліферацію мезенхімальних клітин 
1Інститут фізіології імені О.О. Богомольця НАН України, Київ; 
2Київський національний університет імені Тараса Шевченка, Навчально-науковий центр  
«Інститут біології», Науково-дослідний інститут фізіології імені академіка Петра Богача; 
E-mail: lidiianik@i.ua

Досліджено вплив донора сірководню (10-12 моль/л NaHS – І група) окремо та разом із зниженою 
концентрацією кисню (5% О2 – ІІ група, 3% О2 – ІІІ група, 24 год) на життєдіяльність культури 
стовбурових клітин людини. Показано, що проліферація клітин знижувалася на 3-тю добу куль-
тивування у І, ІІ і ІІІ групі в 1,7; 2,8 і 4,2 раза. На 4-ту добу цей показник був меншим у І, ІІ і ІІІ 
групі на 29; 33 і 54% порівняно з контролем. Отже, несприятливий вплив NaHS підсилювався при 
зниженні концентрації кисню. Встановлено, що в усіх дослідних варіантах інтенсивно поглиналися 
із живильного середовища амінокислоти: цистеїн і цистин; серин і аспарагінова кислота; валін і 
триптофан; пролін і оксипролін, що беруть участь у синтезі білків, зокрема колагену. У культураль-
ній рідині підвищувалася концентрація вільних амінокислот трьох фракцій: аргініну, гістидину і 
таурину; гліцину і метіоніну; аланіну і глутаміну. Вважаємо, що у застосованій концентрації донор 
сірководню за умов зниженого вмісту кисню у газовому середовищі інкубування гальмує проліферацію 
і змінює амінокислотний метаболізм клітин лінії 4BL людини.
Ключові слова: мезенхімальні стовбурові клітини; сірководень; амінокислотний склад; проліферація.
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ВСТУП

У регенеративній медицині широко вико-
ристовують стовбурові клітини (СК) [1]. Це 
зумовлено їх здатністю до самовідновлення, 
високим проліферативним потенціалом і 
можливістю перетворюватися в різні кліти-
ни організму. Джерелами СК можуть бути: 
кістковий мозок, жирова тканина, пуповинна 
і периферична кров [2, 3]. Проте до цього 
часу питання вибору оптимальних умов їх 
культивування залишається не вирішеним. Не 
існує єдиної точки зору щодо впливу газових 
сумішей зі зниженим вмістом кисню (О2) та 
газотрансмітерів, зокрема сірководню (Н2S), 
на процеси життєдіяльності клітин. Одні до-
слідники виявляли зростання проліфератив-
ної активності СК жирової тканини людини 

при зниженні концентрації О2 до 5% [4, 5], 
інші – гальмування проліферації СК пуповини 
через 72 год культивування при 1,5% О2 [6]. 
Показано, що Н2S також здатен впливати на 
клітинну проліферацію: стимулювати [7] або 
гальмувати її [8]. Розбіжність даних, можли-
во, є наслідком використання різної концен-
трації О2 та Н2S, тривалості впливу того чи 
іншого фактора, вибором клітинної культури.

Мета нашої роботи – дослідити сумісний 
вплив зниженої концентрації кисню та доно-
ра сірководню на амінокислотний метаболізм 
і проліферацію стовбурових клітин людини.

МЕТОДИКА

Клітинна лінії 4BL людини – це мезенхі-
мальні стовбурові клітини (МСК), одержані 
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з периферичної крові здорового донора і 
переведені в умови стандартної моношарової 
культури. Вона отримана у відділі генетики 
людини Інституту молекулярної біології і 
генетики НАН України [9].

Живильне середовище культивування 
містило: DMEM («Sigma», США), 10% емб-
ріональної сироватки великої рогатої худоби 
(«Sigma», США), 100 ОД/мл пеніциліну і 100 
мкг/мл стрептоміцину. Донором сірководню 
у ньому був гідросульфід натрію (NаHS, 
«Sigma», США) у концентрації 10-12 моль/л. 
Контрольну групу клітин культивували при 
37°С в стандартних умовах СО2-інкубатора: 
5% СО2 і 95% повітря (21% О2). У дослідних 
варіантах використано дві газові суміші зі 
зниженою концентрацією кисню, яка відпо-
відає фізіологічному напруженню О2 у тка-
нинах: 1) 5% О2 + 5% СО2 + 90% N2; 2) 10% 
О2 + 5% СО2 + 85% N2. 

Для визначення проліферативної актив-
ності культуру досліджуваної лінії розсівали 
по 50 тис клітин у скляні 35-ти мм чашки 
Петрі. Клітини інкубували протягом 24 год у 
газових сумішах, потім переносили у СО2-ін-
кубатор без зміни живильного середовища. 
Проби культуральної рідини відбирали на 
третю (72 год) й четверту (96 год) добу. Клі-
тини ферментативно знімали за допомогою 
суміші 0,25%-го розчину трипсину і 0,02%-го 
ЕДТА (1:1) та підраховували їхню кількість 
у лічильній камері Горяєва [10]. 

Концентрацію вільних амінокислот у 
культуральній рідині визначали методом 
тонкошарової хроматографії. Для цього до 
1 мл безклітинного живильного середовища 
додавали 2 мл суміші спирту та ацетону (1:3), 
перемішували і через 30 хв центрифугували 
(10 хв при 3 000 хв-1). Супернатант випарю-
вали до 1 мл і наносили на хроматографічний 
папір по 20 мкл. Амінокислоти розділяли на 
13 фракцій: 1) цистеїн і цистин; 2) аргінін, 
гістидин і таурин; 3) лізин і аспарагін; 4) глі-
цин і метіонін; 5) серин і аспарагінова кисло-
та; 6) аланін і глутамін; 7) валін і триптофан; 
8) тирозин і глутамінова кислота; 9) ізовалін і 

треонін; 10) пролін і оксипролін; 11) лейцин; 
12) фенілаланін; 13) ізолейцин. Для розгонки 
використовували систему розчинників, яка 
включала ізоаміловий і бутиловий спирти, 
оцтову і мурашину кислоти та воду (9:7:4:2:5 
за об’ємом) [11, 12].

Експериментальні результати обробляли 
математично з використанням комп’ютерних 
програм Microsoft Excel 2003 і OriginPro 
7,5. Вірогідність різниці середніх значень 
визначали за критерієм t Стьюдента. Резуль-
тати вважали статистично достовірними при 
Р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Культивування в умовах зниженої концентра-
ції кисню (3 або 5% О2, 24 год) та за наявності 
донора сірководню (10-12 моль/л NаHS) при-
зводило до змін проліферативної активності 
МСК периферичної крові людини. На третю 
добу у контролі кількість клітин в 1 мл була 
165 тис, у І групі – 95,7 тис, у ІІ – 59,4 тис, а 
у ІІІ – 39,6 тис (рисунок). На четверту добу 
цей показник вірогідно знизився у І, ІІ і ІІІ 
групі на 29; 33 і 54% відповідно порівняно 
з контролем. Слід відмітити, що зниження 
концентрації кисню, при наявності у куль-
туральній рідині NаHS, супроводжувалося 
додатковим зменшенням кількості клітин. 
Отже, ми зареєстрували посилення неспри-
ятливого впливу одного фактора (NаHS) дією 
іншого (3 або 5% О2). 

Відомо, що Н2S може зупиняти клітин-
не дихання [13]. Механізм його токсичної 
дії пов’язаний здебільшого з інгібуванням 
металовмісних ферментів. Таким чином, 
сірководень блокує передачу електронів із 
цитохромоксидази, ензима мітохондріального 
дихального ланцюга, на кисень. Внаслідок 
такої дії гальмується вивільнення енергії в 
клітинах. За іншими даними, донор H2S (100 
мкмоль/л NaHS) здійснював цитопротектор-
ний вплив на первинну культуру ембріо-
нальних щурячих нейронів при використанні 
моделі окиснювального стресу, індукованого 
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глутаматом (1 ммоль/л, 2 год). Газотрансмі-
тер підвищував внутрішньоклітинну кон-
центрацію антиоксиданта глутатіону через 
активацію експресії γ-глутамілцистеїнсин-
тази [14]. Показано, що сірководень сприяв 
проліферації і диференціації нейрональних 
стовбурових клітин гіпокампа миші C57BL/6 
після гіпоксії. Однодобові тварини зазнава-
ли впливу гіпоксичної газової суміші (5% 
кисню в азоті) протягом 2 год. Внутрішньо-
очеревинно вводили NaHS (56 мкмоль•кг-1) 
протягом 30 днів. Було показано збільшення 
кількості проліферативних клітин у зубчас-
тій звивині гіпокампа мишей після гіпоксії 
[7]. До захисних ефектів, які спостеріга-
ються при дії сірководню на мітохондрії, 
ізольованих із тканини серця щурів, можуть 
бути частково залучені АТФ-залежні калі-
єві канали. Низькі концентрації (10-12-10-8 
моль/л) збільшували набрякання органел, а 
фізіологічні (10-6-5•10-5 моль/л) – здійсню-
вали протекторний ефект щодо кальційін-
дукованого набрякання мітохондрій серця 
щурів [15].

Важливо також зазначити, що МСК 
кісткового мозку синтезують H2S для регу-
лювання їх самовідновлення і остеогенної 
диференціації. Нестача H2S призводила до 
дефектів кісткової тканини (остеопороз) 

миші [16]. Крім того було показано, що 
сірководень (0,1 нг/мл H2S, 9 діб) стимулю-
вав диференціацію МСК кісткового мозку 
людини і пульпи зуба у гепатоцитарному 
напрямку. Накопичення глікогену і синтез 
сечовини вважали маркерними показниками 
перетворення МСК у гепатоцити [17]. Інші 
дослідження виявили зниження проліферації 
фібробластів серця людини на 33-58% через 
гальмування активності калієвих каналів 
при концентрації NaHS 100-500 мкмоль/л. 
Виявлено зменшення їх диференціювання у 
бік міофібробластів [8]. Використані нами 
умови культивування (10-12 моль/л NаHS 
окремо та разом із 3; 5% О2) пригнічували 
проліферативну активність МСК людини 
лінії 4BL у культурі.

Обмін речовин, або метаболізм − складає 
основу життєдіяльності клітини. Із зовніш-
нього середовища у клітину надходять вода, 
іони солей, неорганічні і органічні молекули. 
Через плазматичну мембрану із клітини ви-
водяться продукти обміну, а також речови-
ни, синтезовані у клітині (білки, вуглеводи, 
гормони). Амінокислоти є мономерними 
одиницями білків, тому ми дослідили зміни 
їх концентрацій у культуральній рідині МСК. 
На третю добу культивування був вірогідно 
знижений вміст наступних вільних амінокис-

Вплив зниженої концентрації кисню та сірководню на амінокислотний метаболізм

Проліферація клітин лінії 4BL людини контрольних (К) і дослідних (І – 21% О2 і 10-12 моль/л NaHS; ІІ – 5% О2 і 10-12 
моль/л NaHS; ІІІ – 3% О2 і 10-12 моль/л NaHS) груп на третю (а) та четверту (б) добу культивування. *Р<0,05 – статис-
тична вірогідність порівняно з контролем
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лот: серину і аспарагінової кислоти − на 12%, 
а також треоніну і ізоваліну − на 12% порів-
няно з контролем (таблиця). На четверту добу 
зросла концентрація аланіну і глутаміну (на 
14%); аргініну, гістидину і таурину (на 19%); 
гліцину і метіоніну (на 46%). Концентрація 
цистеїну і цистину була нижча на 22%; валіну 
і триптофану – на 27%; проліну і оксипроліну 
– на 30%; серину і аспарагінової кислоти – на 
35%; фенілаланіну – на 16% i лейцину – на 
20% щодо контролю. 

Гідросульфід натрію у досліджуваній 
концентрації при 3 або 5% О2 по-різному 
впливав на амінокислотний склад культу-
ральної рідини МСК лінії 4BL людини. Ми 
наведемо тільки ті фракції амінокислот, що 
змінювалися вірогідно. Так, концентрація 
цистеїну і цистину, які зміцнюють сполучну 

тканину, була нижчою відносно контрольних 
значень на 41-51%; серину і аспарагінової 
кислоти − на 38-54%; валіну і триптофану − 
на 40-53%; ізоваліну і треоніну − на 22-23%; 
а проліну і оксипроліну, які входять до складу 
колагену − на 35-50%. Збільшився вміст аргі-
ніну, гістидину і таурину на 33-46%; аланіну 
і глутаміну − на 21-35%, гліцину і метіоніну 
− на 24-72% порівняно з контролем. 

Зниження концентрації вільних аміно-
кислот у культуральній рідині може свідчити 
про їх більш інтенсивне поглинання кліти-
ною. Незамінні амінокислоти, на відміну 
від замінних, не синтезуються у людському 
організмі і повинні обов’язково надходити 
з їжею. До них відносять валін, ізолейцин, 
лейцин, лізин, метіонін, треонін, триптофан, 
фенілаланін, гістидин (для дітей), аргінін 

Л.М. Плотнікова, В.Я. Березовський, С.П. Весельський

Таблиця. Вплив гідросульфіду натрію (10-12 моль/л) на концентрацію вільних амінокислот (мг/мл)  
у культуральній рідині клітинної лінії 4BL людини (М±m, n = 6)

Показники
Контроль Дослід

Δ, %
Контроль Дослід

Δ, %
3-тя доба 4-та доба

Цистеїн, цистин 0,40±0,02 0,38±0,03 -5 0,37±0,02 0,29±0,02* -22

Аргінін, гістидин, 
таурин

1,23±0,09 1,14±0,05 -7 1,40±0,05 1,67±0,06* +19

Лізин, аспарагін 2,76±0,11 2,99±0,12 +8 2,92±0,13 3,19±0,14 +9

Гліцин, метіонін 3,26±0,08 3,08±0,17 -5 3,02±0,06 4,38±0,13* +46

Серин,
аспарагінова кислота

1,00±0,04 0,88±0,04* -12 1,10±0,04 0,71±0,02* -35

Аланін, глутамін 3,89±0,06 3,84±0,05 -1 4,29±0,14 4,88±0,15* +14

Валін, триптофан 0,61±0,02 0,62±0,02 +2 0,60±0,03 0,44±0,02* -27

Тирозин,
глутамінова кислота

4,34±0,23 3,97±0,16 -9 4,79±0,12 5,13±0,23 +7

Треонін, ізовалін 2,01±0,06 1,77±0,04* -12 1,66±0,05 1,58±0,04 -5

Пролін, оксипролін 0,94±0,02 0,91±0,04 -3 0,71±0,02 0,50±0,02* -30

Лейцин 1,10±0,04 1,06±0,04 -4 1,06±0,04 0,85±0,03* -20

Фенілаланін 0,61±0,02 0,62±0,02 +2 0,49±0,02 0,41±0,03* -16

Ізолейцин 0,13±0,01 0,15±0,02 +15 0,12±0,02 0,10±0,01 -17
*Р<0,05 – статистична вірогідність порівняно з контролем
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(для дітей та осіб похилого віку) [18]. У 
наших дослідах, зниження концентрації фе-
нілаланіну, лейцину, валіну і триптофану у 
живильному середовищі клітинної лінії 4BL 
людини можна пояснити їх незамінністю. 

Цистеїн є складовою багатьох білків, тому 
активно поглинається клітиною. До його 
складу входить тіольна група -SH, завдяки 
чому дві молекули (чи їх залишки у складі 
пептидів) цієї речовини можуть з’єднувати-
ся дисульфідним зв’язком, що формується 
окисненням -SH груп, утворюючи сполуку 
цистин. Такі зв’язки важливі для формування 
і підтримання третинної структури білків. 
Відомо, що ендогенний H2S синтезується із 
L-цистеїну за допомогою цистатіонін-β-син-
тази, цистатіонін-γ-ліази і 3-меркаптопіру-
ватсульфуртрансферази [15].

У літературі ми не виявили даних щодо 
впливу донора сірководню на амінокислотний 
метаболізм стовбурових клітин в умовах зни-
женої концентрації кисню. Проте Аніскіна та 
співавт. дослідили вплив 20 амінокислот (0,05 
нг/мл) на клітинну проліферацію і апоптоз 
в органотиповій культурі тканин (селезінка, 
печінка, нервова тканина) молодих (1-місяч-
них) і старих (18-місячних) щурів. Виявлено 
стимуляцію зони росту при дії 4 амінокислот 
– лізину, аспарагіну, аргініну і глутамінової 
кислоти в культурі тканин селезінки і печін-
ки. Інші амінокислоти пригнічували або не 
впливали на проліферацію клітин. Протилеж-
ні ефекти спостерігали в експлантатах кори 
головного мозку. Стимулювальну дію мали 
амінокислоти з високою гідрофобністю: ас-
парагінова кислота, тирозин, валін, треонін, 
метіонін, лейцин, а інгібувальну – гліцин, 
пролін, триптофан [19]. 

Будь-яка із замінних амінокислот може 
синтезуватися в організмі у необхідних 
кількостях. При цьому вуглецева частина 
амінокислоти утворюється з глюкози, а  
α-аміногрупа вводиться з інших амінокис-
лот трансамінуванням [20]. Слід відмітити, 
що у всіх варіантах нашого експерименту у 
культуральній рідині зростала концентрація 

аргініну, гліцину, аланіну і глутаміну, які є 
замінними амінокислотами, а серину і ас-
парагінової кислоти, навпаки, знижувалася. 
Таку закономірність можна пояснити тим, 
що гліцин синтезується з серину під дією 
сериноксиметилтрансферази за наявності 
тетрагідрофолієвої кислоти. Серин утворю-
ється з гліколітичного проміжного продукту 
3-фосфогліцерату. Аланін, аспартат (попе-
редник аспарагіну), глутамат (попередник 
глютаміну, аргініну) утворюються із пірувату, 
оксалоацетату й α-кетоглутарату − відповід-
но. Аргінін у клітині є джерелом NO [21]. Під 
дією аргінази він перетворюється на аміно-
кислоту орнітин, яка не входить до складу 
білків організму. З орнітину синтезуються 
поліаміни: путресцин, спермідин і спермін. 
Вони мають великий позитивний заряд, 
легко зв’язуються з негативно зарядженими 
молекулами ДНК і РНК, входять до складу 
хроматину і беруть участь у реплікації ДНК, 
стимулюють процеси транскрипції і тран-
сляції. Їхня концентрація сильно зростає при 
інтенсивній проліферації тканин. Отримані 
нами результати подібні до даних досліджень 
Higuera та співавт., які за допомогою рідинної 
хроматографії встановили закономірності 
метаболізму амінокислот у МСК кісткового 
мозку людини при статичному (на пластику, 
8 діб) та динамічному (у біореакторі, 5 діб) 
культивуванні. Клітини секретували у куль-
туральну рідину аланін, гліцин, глутамат та 
орнітин, а поглинали – глутамін, гістидин, 
серин, тирозин, аспартат і 8 незамінних амі-
нокислот [22].

Отримані нами результати свідчать, що 
поєднаний вплив гіпоксії (3 або 5% О2) і 
сірководню знижує проліферативну актив-
ність клітин лінії 4BL людини. Зменшува-
лася концентрація вільних амінокислот у 
культуральній рідині, що беруть участь у 
синтезі колагену (проліну і оксипролін) та 
інших білків. Підвищувалася концентрація 
амінокислот (гліцину, аланіну, аргініну, 
глутаміну), які можуть включатися в енер-
гетичний обмін. 

Вплив зниженої концентрації кисню та сірководню на амінокислотний метаболізм
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ВИСНОВКИ

1. У культуральній рідині всіх дослідних 
груп клітин лінії 4BL людини під сумісним 
впливом зниженої концентрації кисню (5 або 
3% О2) та донора сірководню (10-12 моль/л 
NаHS) вірогідно підвищувалася концентрація 
трьох фракцій амінокислот: аргініну, гісти-
дину і таурину; гліцину і метіоніну; аланіну 
і глутаміну. Концентрація цистеїну і цисти-
ну, серину і аспарагінової кислоти, валіну і 
триптофану, проліну і оксипроліну знизилася 
відносно контрольних значень.

2. Додавання NаHS (10-12 моль/л) у жи-
вильне середовище при 21% О2 гальмувало 
проліферацію клітин лінії 4BL людини в 
1,4-1,7 раза.

3. Донор сірководню, в умовах зниженої 
концентрації кисню (5 або 3% О2), пригнічу-
вав проліферацію клітин на 4-ту добу культи-
вування на 33 та 54% відповідно порівняно 
з контролем.

4. Знижений парціальний тиск кисню 
здатний посилювати негативний вплив H2S 
на проліферацію стовбурових клітин людини, 
тому культивування при сумісній дії цих двох 
факторів не сприяє фізіологічному розмно-
женню клітин.

Л.Н. Плотникова, В.А. Березовский,  
С.П. Весельский

ВЛИЯНИЕ ПОНИЖЕННОЙ КОНЦЕНТРА-
ЦИИ КИСЛОРОДА И СЕРОВОДОРОДА НА 
АМИНОКИСЛОТНЫЙ МЕТАБОЛИЗМ И 
ПРОЛИФЕРАЦИЮ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ 
КЛЕТОК

Исследовано влияние донора сероводорода (10-12 моль/л 
NaHS – І группа) отдельно и вместе с пониженной концен-
трацией кислорода (5% О2 – II группа, 3% О2 – III группа, 
24 ч) на жизнедеятельность культуры стволовых клеток 
человека. Показано, что пролиферация клеток снижалась 
на 3-и сутки культивирования в І, ІІ и ІІІ группе в 1,7; 2,8 
и 4,2 раза. На 4-е сутки этот показатель был меньше в І, 
ІІ и ІІІ группе на 29; 33 і 54% по сравнению с контролем. 
Итак, неблагоприятное воздействие NaHS усиливалось 
при снижении концентрации кислорода. Установлено, 
что во всех опытных вариантах интенсивно поглощались 
из питательной среды аминокислоты: цистеин и цистин, 

серин и аспарагиновая кислота, валин и триптофан, пролин 
и оксипролина, которые участвуют в синтезе белков, в 
частности коллагена. В культуральной жидкости повыша-
лась концентрация свободных аминокислот трех фракций: 
аргинина, гистидина и таурина; глицина и метионина; 
аланина и глутамина. Считаем, что в примененной кон-
центрации донор сероводорода в условиях пониженного 
содержания кислорода в газовой среде инкубирования 
тормозит пролиферацию и изменяет аминокислотный 
метаболизм клеток линии 4BL человека. 
Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки; 
сероводород; аминокислотный состав; пролиферация.

L.N. Plotnikova, V.A. Berezovskiі, S.P. Veselskiі

EFFECT OF REDUCED OXYGEN 
CONCENTRATIONS AND HYDROGEN 
SULFIDE ON THE AMINO ACID 
METABOLISM AND MESENCHYMAL CELLS 
PROLIFERATION

We investigated the effect of hydrogen sulfide donor (10-12 
mol/l NaHS – I group) alone and together with the reduced 
oxygen concentrations (5% O2 – II group, 3% O2 – III group, 
24 h) on the biological processes of human stem cells culture. 
It was shown that the cells proliferation by the third day of 
cultivation in I, II and III group decreased 1,7; 2,8 and 4,2 
times. On the 4th day of culture proliferation inhibited in I, 
II and III group by 29; 33 and 54% compared to the control. 
Thus, adverse effects NaHS enhanced by reducing the oxygen 
concentration. It was established that in all experimental 
versions rapidly absorbed from the culture medium amino 
acids: cysteine and cystine, serine and aspartic acid, valine and 
tryptophan, proline and hydroxyproline, which are involved in 
the synthesis of proteins, in particular collagen. In the culture 
medium increased the concentration of free amino acids of 
the three factions: arginine, histidine and taurine; glycine and 
methionine; alanine and glutamine. We believe that in the 
applied concentration of hydrogen sulfide donor in conditions 
of low oxygen in a gaseous medium incubation inhibits the 
proliferation and alters the amino acid metabolism of human 
cells line 4BL.
Key words: mesenchymal stem cells; hydrogen sulphide; 
amino acid composition; proliferation.
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Вплив зниженої концентрації кисню та сірководню на амінокислотний метаболізм
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Фактор росту ендотелію судин  
при фізичних навантаженнях з різним механізмом 
енергозабезпечення м’язової діяльності 
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Досліджено зміни вмісту фактора росту ендотелію судин (VEGF) у сироватці крові при окисному 
стресі та супутньої тканинної гіпоксії, викликаними фізичними навантаженнями. Найбільша 
концентрація VEGF відзначається у представників видів спорту з аеробним механізмом енергоза-
безпечення м’язової діяльності – від 122,8±3,4  до 126,2±4,1 пг.мл-1; проміжні значення зафіксовані 
при змішаному механізмі енергозабезпечення – 102,4±4,91 пг.мл-1. При відсутності використання 
кисню для здійснення м’язової діяльності спостерігається найнижче значення ангіогенного фактора 
(78,5±5,2 пг.мл-1) серед усіх обстежених спортсменів. В цілому значення VEGF у спортсменів, на-
віть до початку поточних навантажень, є вищим, ніж у здорових нетренованих осіб. Встановлена 
статистично значуща позитивна кореляційна залежність між ступенем антиоксидантного захисту 
і вмістом ангіогенного фактора. Підсумовується, що ангіогенез є одним з механізмів адаптації до 
тканинної гіпоксії при фізичних навантаженнях.
Ключові слова: фізичні навантаження, ангіогенез, окисний стрес, клітинні мембрани.
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ВСТУП

При фізичних навантаженнях адекватне 
забезпечення тканин киснем залежить від 
того, наскільки механізми адаптації зможуть 
пом’якшити вплив несприятливих факторів, 
що погіршують кисень-транспортну функ-
цію крові. Підтримання необхідного об’єму 
і швидкості кровообігу, в першу чергу в 
мікросудинах (артеріоли, капіляри), сприяє 
забезпеченню доставки в тканини кисню, 
пластичних та енергетичних субстратів, а 
також формуванню водно-електролітного 
балансу і температурного режиму [1, 2]. Тому 
достатня ємність мікроциркуляторного русла 
є надзвичайно важлива для скоротливої здат-
ності скелетної мускулатури, а також міокар-
да [3], що обумовлює актуальність вивчення 
тих механізмів, які забезпечують достатню 
швидкість ангіогенезу – формування нових 

мілких кровоносних судин в процесі інтен-
сивних фізичних навантажень, притаманних 
сучасному спорту вищих досягнень. Ці наван-
таження призводять до хронічного окисного 
стресу (ОС) і супутньої тканинної гіпоксії 
[4–7]. Тому вивчення механізмів впливу ОС 
з властивою йому експресією генів, індуко-
ваних гіпоксією [2, 8-11] – один з аспектів 
пошуку критеріїв оцінки і прогнозування 
фізичної працездатності. Дослідження остан-
ніх років показали, що в процесах підтримки 
балансу між потребою клітини у кисні та 
його доставкою провідну роль відіграє кис-
нечутливий протеїновий комплекс, що має 
транскрипційну активность – фактор, індуко-
ваний гіпоксією (HIF-1α) [12]. У ссавців він 
вважається провідним індуктором експресії 
транскрипційних генів, відповідальних за 
реакцію на нестачу кисню, та активується 
у фізіологічно важливих місцях регуляції 
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кисневих шляхів, забезпечуючи швидкі та 
адекватні відповіді на гіпоксичний стрес, і, в 
тому числі, експресію генів, що забезпечують 
утворення і ріст нових кровоносних судин 
[2, 5, 7, 13].

За інтенсивних фізичних навантажень ОС 
та тканинна гіпоксія навантаження, що вини-
кає, є взаємопов’язаними та нерозривними 
чинниками [15]. У відповідь на гіпоксію через 
активацію HIF-1α та подальшу індукцію вна-
слідок експресії відповідного гена основного 
ростового фактора – фактора росту ендотелію 
судин (VEGF) – запускається компенсаторний 
ангіогенез, тобто цей фактор є водночас не 
тільки гіпоксія-, але й стрес-індукованим біл-
ком [14, 15], хоча конкретний внесок кожного 
з цих активаторів в індукцію ангіогенного 
фактору виокремити доволі важко. До судин-
них ендотеліальних факторів росту належать 
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-С і VEGF-D, біоло-
гічна дія яких обумовлена впливом на три види 
рецепторів, функціонально пов’язаних з тиро-
зинкіназою – VEGFR-1, VEGFR-2,  VEGFR-3. 
З рецепторами першого типу VEGFR-1 зв’я-
зуються виключно VEGF-A і VEGF-B, що при-
водить до мобілізації і міграції прозапальних 
клітин–попередників з кровотоку в судинну 
стінку, сприяючи розвитку локальної запаль-
ної реакції і утворенню нових мікросудин [16]. 
VEGF-A (основна активна форма фактора) 
безпосередньо відповідає за процес ангіоге-
незу, збільшує просвіт кровоносних судин, 
забезпечує хемотаксис макрофагів і грануло-
цитів, а також бере участь у вазодилатації [14]. 
Відомо, що VEGF має здатність підвищувати 
проникність стінки кровоносних судин (ця 
здатність є в 1000 разів вищою, ніж у гістамі-
ну), сприяючи пропотіванню білків плазми в 
екстрацелюлярний матрикс, індукує експресію 
ендотеліальної NO-синтази та утворення NO, 
що, в свою чергу, сприяє вазодилатації і сти-
мулює експресію протеаз [14] з подальшим 
формуванням нових судин.

Індукція ангіогенезу відбувається тоді, 
коли метаболічні потреби перевищують пер-
фузійну здатність існуючих судин. Швидше 

за все, механізм такої адаптивної відповіді 
полягає в тому, що відносна нестача кисню 
приводить до активації ангіогенних стимулів 
[15]. Спорт і фізичні навантаження в цьому 
аспекті є надзвичайно цікавим предметом для 
дослідження [18].

Дані досліджень останніх років дають 
змогу визначити фізіологічний ангіогенез як 
одну з адаптаційних відповідей при гіпоксії 
або гострій гіпоглікемії [13, 15, 19, 20]. Вра-
ховуючи, що VEGF – це стресіндукований 
білок, його регуляція порівнюється з іншими 
кисне- і глюкозорегульованими білками, тому 
ангіогенез можна розглядати як адаптаційну 
відповідь на дефіцит кисню [5]. Більше того, 
оскільки вираженість експресії генів, що 
кодують процес ангіогенезу, визначається 
інтенсивністю фізичних навантажень [2], це 
підтверджує точку зору, висловлену раніше 
[4, 21] стосовно того, що ангіогенні фактори 
є маркерами фізичної працездатності. Клю-
човим її моментом є оптимальне енергоза-
безпечення м’язової діяльності, притаманне 
конкретному виду спорту: реакції без участі 
кисню – креатинфосфокіназний, гліколітич-
ний, міокіназний (анаеробні механізми) або 
з його використанням (аеробний механізм). 
Кожен механізм енергозабезпечення має різні 
енергетичні можливості; так, анаеробні ме-
ханізми є основними для енергозабезпечення 
короткочасних вправ високої інтенсивності, 
а аеробні – при довготривалій роботі помір-
ної інтенсивності [17, 18] і для кожного з 
цих механізмів характерний певний рівень 
тканинної гіпоксії, а, відповідно, і швидкість 
ангіогенних процесів. Отже, для забезпечен-
ня високого рівня фізичної працездатності 
спортсменів важливим є підтримання опти-
мального, властивого представникам того чи 
іншого виду спорту, рівня VEGF [7, 22, 23].

Мета нашої роботи полягала у визначенні 
динаміки вмісту VEGF при інтенсивних фі-
зичних навантаженнях з різним (переважно 
аеробним, переважно анаеробним або змі-
шаним) механізмом енергозабезпечення при 
фізичних навантаженнях.
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Дослідження були проведені у динаміці обра-
ного 21-добового мезоциклу в умовах трену-
вальних зборів у 224 висококваліфікованих 
спортсменів (середній вік – 23,5±3,8 років) 
з різним механізмом енергозабезпечення фі-
зичної роботи: 51 – з анаеробним (стрибки 
у воду, важка атлетика), 63 – зі змішаним (в 
тому числі, 35 – з переважанням аеробно-
го – хокей з шайбою; 28 – з переважанням 
анаеробного – боротьба вільна, фрістайл); 
110 – з аеробним (біг на середні дистанції, 
лижні перегони, гребля на байдарках і каное). 
За рівнем спортивної майстерності, віком і 
статтю вибірки були репрезентативні, тому 
основним фактором, що впливає на зміни 
рівня VEGF, є інтенсивність фізичного наван-
таження і механізм його енергозабезпечення. 
Для порівняння рівень VEGF досліджували 
у 14 практично здорових нетренованих осіб, 
подібних за статтю і віком (донори).

Обстеження  були проведені до початку і 
по закінченні 21-денного мезоциклу в дина-
міці тренувального процесу. Кров для дослід-
жень у кількості 5 мл брали з ліктьової вени 
натщесерце. Імуноферментне дослідження 
рівня VEGF у сироватці крові проводили 
за допомогою тест-систем, де головними 
компонентами були поліклональні антитіла 
до VEGF («Sigma», США) та кон’югати цих 
антитіл з пероксидазою хрону. Вимірюван-
ня вмісту VEGF проводили на фотометрі 
«Sunrise» («Tecan», Австрія) при довжині 
хвилі 492 нм, а концентрацію фактору визна-
чали за калібрувальною кривою [23]. 

Для оцінки вираженності ОС розрахо-
вували про- – антиоксидантний коефіцієнт 
(Кпа), як співвідношення інтенсивності про-
цесів перекисного окислення ліпідів (ПОЛ) 
та антиоксидантного захисту в клітинних 
мембранах відповідно до змін рівня мало-
нового діальдегіду (МДА) та відновленого 
глутатіону (GSH) [4]. Як модель клітинних 
мембран використовували відмиті «тіні» 
еритроцитів, які по суті є їх мембранною 

фракцією і достатньо адекватною моделлю 
загального пулу клітинних мембран організ-
му [24–26].

Визначення МДА визначали за різницєю 
поглинання при довжинах хвиль 532 і 580 нм 
[27]. Вміст GSH досліджували після інку-
бації еритроцитарної суспензії з реактивом 
Елмана при вимірюванні оптичної густини 
утвореного продукту реакції (тіонітрофе-
нильні аніони) при довжині хвилі 412 нм [28, 
13]. Дослідження рівня вказаних субстратів 
проводили на спектрофотометрі «Beckton 
PU-65» («Beckton Dickinson», США) у одно-
сантиметровій кюветі.

Тіні еритроцитів  отримували після три-
разової обробки зразка крові, стабілізованої 
3,8 %-м розчином натрію цитрату, за допомо-
гою ізотонічного розчину натрію хлориду з 
наступним центрифугуванням при 3000 хв-1 
протягом 10 хв. Осад еритроцитів відмивали 
від залишків плазми в 155 ммоль.л-1 розчині 
натрію хлориду та центрифугували ще раз за 
таких самих умов [29]. 

Статистичну обробку отриманих значень 
VEGF проводили з використанням методу 
Фішера [30] за допомогою пакетів приклад-
них програм «Sigma Рlоt 5.0» та «Origin 5.0», 
а результатів дослідження про- –антиокси-
дантного балансу - за допомогою ліцензо-
ваної програми «GraphPadInStat» (CША) 
на персональному комп’ютері. Визначали 
також коефіцієнт кореляції Пірсона [30] між 
вмістом VEGF і Кпа. Вірогідність резуль-
татів оцінювали з урахуванням критерію t 
Стьюдента, оскільки вибірки відповідали 
нормальному закону розподілу за критерієм 
Шапіро-Уїлка [30].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Проведені дослідження показали, що у 
сироватці крові здорових нетренованих 
осіб рівень VEGF коливається в межах від 
27 до 63 пг.мл-1, складаючи в середньому 
38,8±10,6 пг.мл-1 (таблиця), що відповідає 
даним літератури [6]. Слід зазначити, що для 
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цього ангіогенного фактора характерними є 
суттєві індивідуальні коливання його вмісту, 
що і визначає значне середнє відхилення при 
статистичній обробці даних. Але вихідний 
вміст ангіогенного фактору та його приріст 
є неоднаковим для представників різних до-
сліджених груп спортсменів. Так, максималь-
не вихідне абсолютне значення VEGF (від 
85,2 до 100,3 пг.мл-1) притаманне м’язовій 
діяльності зі споживанням кисню у представ-
ників циклічних видів спорту – легкоатлетів, 
лижників, веслувальників. При анаеробному 
креатинфосфатному забезпеченні м’язової 
діяльності тренувальних вправ, зокрема у 
стрибунів у воду, відмічено найнижче (від 
46,3 до 54,8 пг.мл-1) значення цього показ-
ника. Обидва змішані механізми енергозабе-
зпечення скоротливої діяльності скелетних 
м’язів характеризуються проміжними значен-
нями вмісту VEGF (див. таблицю).

Слід також підкреслити, що вихідний 
вміст VEGF у цілому в спортсменів до по-
чатку поточних навантажень є вищим, ніж 
у здорових нетренованих осіб, що, з нашої 
точки зору, можна пояснити сформованими 

адаптаційними механізмами, в тому числі 
хронічним ОС, у відповідь на тривалі фізич-
ні навантаження. Дані експериментальних 
досліджень також свідчать, що у мишей з 
«mini muscle» фенотипом експресія VEGF 
і капілярність (співвідношення капіляри/
волокно та щільність капілярів) скелетних 
м’язів – литкового та м’яза підошви – вищі, 
ніж у тварин контрольної групи [8].

Таким чином, переважання певного ме-
ханізму енергозабезпечення м’язової діяльно-
сті у представників різних видів спорту [18], 
а відповідно, ступінь участі кисню в забез-
печенні рухової активності, взаємопов’язані 
зі ступенем змін вмісту основного ангіоген-
ного фактору, а, отже опосередковано – з 
інтенсивністю процесу утворення та росту 
кровоносних судин у спортсменів [5].

Варто зазначити, що вміст ангіогенного 
фактора у групі спортсменів з аеробним ме-
ханізмом енергозабезпечення коливається у 
межах від 20 до 32,2 пг.мл-1; при анаеробному 
механізмі енергозабезпечення приріст складає 
24,0–37,5 пг.мл-1, тобто видимої різниці між 
значеннями у групах не встановлено. При 

Таблиця. Вміст фактора росту ендотелію судин (VEGF; пг.мл-1) у представників різних видів спорту  
в динаміці тренувань (M±m)

Механізм енергозабезпечення
м’язової роботи

Початок
навантажень

Закінчення
навантажень

Приріст вмі-
сту VEGF

Анаеробне енергозабезпечення
     стрибки в воду (n = 30) 46,3±4,1 78,5±5,2** 32,2
     важка атлетика (n = 21) 54,8±3,4* 74,8±3,4** 20,0
Змішане з переважанням анаеробного енергозабезпечення
     боротьба (n = 17) 89,0±7,3* 95,3±5,8 6,3
     фрістайл (n= 11) 61,0±5,4* 67,0±4,1 6,0
Змішане з переважанням аеробного енергозабезпечення
хокей (n = 35) 88,5±5,2* 102,4±4,9** 13,0
Аеробне енергозабезпечення
     легка атлетика (n = 35) 85,3±5,8* 122,8±3,4** 37,5
     лижні перегони (n = 40) 100,4±4,9* 125,3±5,8** 24,9
     веслування (n = 35) 102,2±3,4* 126,2±4,1** 24,0

*Р<0,05 порівняно з даними у донорів (38,8±10,6); **Р<0,05 порівняно з даними у спортсменів до 
початку навантажень.

Фактор росту ендотелію судин при фізичних навантаженнях
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змішаному механізмі енергозабезпечення 
приріст вмісту VEGF вкладається у межі 
16,0–13,0 пг.мл-1 (див. таблицю). Феномен 
майже однакового кількісного приросту 
вмісту VEGF у представників видів спорту з 
різним – аеробним та анаеробним – механіз-
мом енергозабезпечення м’язової діяльності, 
що не залежить від початкових значень рівня 
фактора, потребує подальшого вивчення. 
Лише показником зростання ступеня ОС це 
явище пояснено бути не може. Можливо, за 
таких умов відбувається також активація ан-
тиангіогенних факторів, які гальмують темп 
приросту вмісту VEGF, для недопущення 
перетворення фізіологічного ангіогенезу в 
патологічний. 

Одним з найбільш значущих метаболічних 
проявів ОС є саме переважання процесів ліпо-
пероксидації над ступенем антиоксидантного 
захисту [4, 31, 32], що, в свою чергу, вира-
жається збільшенням значення Кпа. Отримані 
нами результати свідчать, що у здорових 
нетренованих осіб цей показник становить 
2,0 ум.од. При інтенсивних навантаженнях 
Кпа зростає у представників усіх видів спорту, 
тільки різною мірою, що є відображенням 
вираженності активації окислювальних про-
цесів в організмі і пропорційно співвідно-
ситься з приростом VEGF порівняно з даними 
здорових нетренованих осіб (рис. 1).

В результаті проведення кореляційного 
аналізу встановлено, що існує статистич-

но значуща позитивна кореляція між до-
сліджуваними показниками: чим вище у 
спортсменів Кпа, тим більший у них рівень 
VEGF у сироватці крові (r=0,85, Р<0,05). У 
зв’язку з різною інтенсивністю перебігу в 
організмі окислювально-відновних реакцій 
при різних механізмах енергозабезпечення 
м’язової роботи, для більш поглибленого 
аналізу значень величин VEGF дані, отри-
мані у представників всіх досліджених видів 
спорту, було розподілено на 4 групи залежно 
від механізму енергозабезпечення м’язової 
діяльності. Встановлено, що значення Кпа у 
спортсменів цих груп суттєво розрізняються, 
але за змішаного механізму енергозабезпе-
чення, незалежно від переважання аеробного 
чи анаеробного компоненту, ця різниця не є 
значущою. Така сама залежність від механіз-
мів енергозабезпечення існує й стосовно змін 
вмісту VEGF (рис. 2).

На нашу думку, це пов’язано з немож-
ливістю виокремити аеробні або анаеробні 
складові у цілісному процесі так званого 
«рваного» енергозабезпечення. Проте між 
представниками видів спорту з аеробним та 
анаеробним енергозабезпеченням у вмісті по-
казників, що досліджувались, існує дос товірна 
різниця, що прямо зумовлено різ ницею у 
вираженості ОС. До того ж, у динаміці до-
слідженого відрізку тренувального процесу 
зростання вмісту ангіогенного фактору опо-
середковано специфікою окремих вправ під 

Рис. 1. Значення про- – антиоксидантного коефіцієнта у представників різних видів спорту
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час тренувальних занять (центричні, ексцент-
ричні) та спрямованістю всього тренувально-
го процесу на етапі дослідження на розвиток 
конкретних рухових якостей (витривалість, 
сила, гнучкість, координованість тощо) за-
лежно від виду спорту з відповідним перева-
жанням того чи іншого механізму енергоза-
безпечення. Що ж стосується взаємозв’язку 
ступеня ОС та прирісту вмісту VEGF у ди-
наміці обраного періоду підготовки, то наші 
результати (рис. 2,б) свідчать, що позитивна 
кореляція між цими показниками зберігається 
на момент закінчення обстеження.

Як відомо, близько 95 % кисню, який 
надходить в організм, під час окисного 
фосфорилювання відновлюється в міто-
хондріях до води. Решта в результаті, як 
правило,  ферментативних реакцій пе-
рет ворюється в активні форми кисню, 
які володіють високотоксичною дією на 

клітини. Порушення обміну речовин на 
фоні накопичення по шкоджуючих агентів 
(вільні радикали, прооксиданти, активні 
форми кисню) визначає суть ОС, і, таким 
чином, є основним моментом в активації 
фізіологічного ангіогенезу в спорт сменів 
[4, 21, 23]. Саме цим можна пояснити от-
римані нами найбільш високі показники 
рівня VEGF у представників видів спорту з 
переважно аеробним механізмом енергоза-
безпечення (див. рис. 2). Також є свідчення 
про те, що частота експресії С-алеля гена 
VEGF (G634C поліморфізм) асоціюється з 
високим значенням аеробної витривало-
сті (за даними максимальної потужності і 
максимального споживання кисню), енер-
гозабезпеченням аеробного обміну речовин 
(за лежно від значення максимального рівня 
лактату) та збільшується одночасно зі зро-
станням спортивної майстерності. Отже, 

Рис. 2. Значення вмісту фактора росту ендотелію судин (а) і про- – антиоксидантного коефіцієнта (б) при різних механіз-
мах енергозабезпечення м’язової діяльності
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G634C поліморфізм гену VEGF пов’язаний з 
фізичною працездатністю спортсмена [33].

У тих випадках, коли переважають ана-
еробні гліколітичні навантаження, крім 
уповільнення транспорту кисню в тканини, 
спостерігається також утворення великої 
кількості лактату, що надходить з міоцитів 
у кров. Це зрушує рН крові в кислий бік і 
запускає цілий каскад різноманітних мета-
болічних процесів (зокрема, активація ПОЛ, 
зміна агрегатного стану крові у бік гіперко-
агуляції, активація через фактор Хагемана 
гуморальних систем регуляції судинного то-
нусу – калікреїн-кінінової і ренін-ангіотензи-
нової), що призводять через різні механізми 
до порушення гомеостазу і розвитку гіпоксії 
[34]. Таким чином, тканинна гіпоксія, яка 
характерна для фізичних навантажень як з 
аеробним, так і з анаеробним механізмами 
енергозабезпечення, спричиняє виникнення 
метаболічних перебудов, що супроводжу-
ються активацією ангіогенезу; при цьому 
відмінності полягають лише у ступені вира-
женності гіпоксичних явищ. Необхідно також 
зазначити, що встановлена нами активація 
процесу ангіогенезу у спортсменів з пере-
важно анаеробним механізмом енергозабез-
печення вказує на наявність у них окисного 
стресу, розвиток якого раніше вважався лише 
прерогативою рухової активності з перева-
жанням аеробного і змішаного механізму 
енергозабезпечення.

Отже, ОС і супутня тканинна гіпоксія є 
одними з визначальних факторів для актива-
ції процесів фізіологічного ангіогенезу при 
фізичних навантаженнях, вираженість якого 
залежить від їхньої інтенсивності і спря-
мованості механізмів енергозабезпечення 
м’язової роботи, що дозволяє розцінювати 
ангіогенез як один із маркерів адаптації до 
м’язової роботи у представників різних видів 
спорту.

Роботу було підтримано грантом Мініс-
терства освіти і науки України (№ 2.24 від 
12.12. 2011 р.).

ВИСНОВКИ

Постійний вплив інтенсивних фізичних на-
вантажень призводить до активації процесу 
ангіогенезу, тому вихідний рівень VEGF у 
спортсменів є вищим, ніж у здорових нетре-
нованих осіб.

Переважання певного механізму енер-
гозабезпечення м’язової діяльності та спря-
мованість і потужність навантажень у пред-
ставників різних видів спорту впливають на 
інтенсивність ангіогенезу.

Найвищий вміст VEGF спостерігається 
при суто аеробному механізмі енергозабез-
печення, а також у спортсменів з переважно 
аеробним механізмом енергозабезпечення 
м’язової діяльності. При анаеробному забез-
печенні м’язової діяльності відмічається най-
нижче значення вмісту ангіогенного фактора. 

Встановлена позитивна кореляція між 
вираженістю окисного стресу, зокрема у 
клітинних мембранах, і рівнем VEGF у си-
роватці крові спортсменів.

Залежність змін вмісту VEGF від ін-
тенсивності та спрямованості механізмів 
енергозабезпечення скоротливої діяльності 
скелетних м’язів дозволяють розцінювати 
активність ангіогенезу як новий фактор 
оцінки адаптаційних перебудов в організмі 
спортсменів.

Ю.Д. Винничук, Л.М. Гунина

ФАКТОР РОСТА ЭНДОТЕЛИЯ СОСУДОВ 
ПРИ ФИЗИЧЕСКИХ НАГРУЗКАХ С РАЗ-
ЛИЧНЫМ ТИПОМ ЭНЕРГООБЕСПЕЧЕНИЯ 
МЫШЕЧНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ

Исследованы изменения содержания фактора роста эн-
дотелия сосудов (VEGF) в сыворотке крови при окисном 
стрессе и сопутствующей тканевой гипоксии, вызванными 
физическими нагрузками. Наибольшая концентрация 
в сыворотке крови VEGF отмечается у представителей 
видов спорта с аэробным механизмом энергообеспече-
ния мышечной деятельности – от 122,8±3,4 пг.мл-1 до 
126,2±4,1 пг.мл-1; промежуточные значения уровня VEGF 
отмечены при смешанном механизме энергообеспечения 
– 102,4±4,91 пг.мл-1. При анаэробном обеспечении мы-
шечной деятельности наблюдается самое низкое значение 
ангиогенного фактора (78,5±5,2 пг.мл-1) среди обследован-

Ю.Д. Вінничук, Л.М. Гуніна
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ных спортсменов. Исходное содержание VEGF в целом у 
спортсменов, даже до начала текущих нагрузок, выше, 
чем у здоровых нетренированных людей. Установлена 
статистически значимая положительная корреляция между 
степенью антиоксидантной защиты и содержанием ангио-
генного фактора. Резюмируется, что ангиогенез является 
одним из механизмов адаптации к тканевой гипоксии при 
физических нагрузках. 
Ключевые слова: физические нагрузки, ангиогенез, окис-
ный стресс, клеточные мембраны.

Ju.D. Vinnichuck, L.M. Gunina

VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH 
FACTOR DURING PHYSICAL LOADS WITH 
DIFFERENT MECHANISM OF ENERGY’S 
PROVIDING OF MUSCULAR WORK

In the article the results of investigation of vascular endothelial 
growth factor’s (VEGF) maintenance changes at the oxidative 
stress caused by physical activities and associated tissue 
hypoxia, for the representatives of types of sport with the 
different mechanisms of energy providing of muscular work 
are presented. The highest VEGF concentration of serum 
was marked in sports with representatives of aerobic energy 
supply mechanism of muscle activity – from 122.8±3.4 to 
126.2±4.1 pg.ml-1, intermediate values in VEGF marked in 
a mixed mechanism energy - 102.4±4.91 pg.ml-1. Anaerobic 
muscle activity observed providing the lowest of VEGF 
value (78.5±5.2 pg.ml-1). Initial VEGF concentration in 
athletes even before the current load is higher than in the 
healthy untrained people. A statistically significant positive 
correlation between the degree of antioxidant protection and 
the VEGF concentration has been found. It is concluded, that 
angiogenesis is one of the mechanisms of adaptation to tissue 
hypoxia during physical activities.
Scientific Institute of the National University of Physical 
Education and Sport of Ukraine, Kiеv
Keywords: physical activities, angiogenesis, oxidative stress, 
cellular membranes.

Scientific Institute of the National University of Physical 
Education and Sport of Ukraine, Kyiv
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О.Г. Родинський, О.Г. Зінов’єва, О.С. Трушенко, М.Я. Качан

Викликана активність аферентних волокон  
дорсального корінця спинного мозку білих щурів  
за умов експериментального цукрового діабету 
ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України», E-mail: zinovevael@mail.ru

Аналізували функціональний стан дорсальних корінців спинного мозку в умовах експерименталь-
ного цукрового діабету (ЦД), а саме показники потенціалу дії (ПД): поріг, хронаксію та динаміку 
збудливості та рефрактерності дорсального корінця. Виявлено вірогідне підвищення порогу збу-
дження у 1,5 раза у порівнянні з контрольною групою тварин та зниження амплітуди ПД на 21,7 
%. Спостерігали  підвищення відповіді на 2-й стимул при нанесенні парних стимулів на сідничний 
нерв у тварин з експериментальним ЦД. При нанесенні стимулів зростаючої інтенсивності віро-
гідно знижувалась амплітуда ПД у тварин експериментальної групи. Було зроблено висновок про 
те, що гіперглікемія вносить корективи у процеси збудливості та рефрактерності у аферентних 
волокнах спинного мозку. 
Ключові слова: цукровий діабет; діабетична невропатія; дорсальний корінець спинного мозку.
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ВСТУП

Підвищення захворюваності на цукровий 
діабет (ЦД), яке спостерігається у багатьох 
країнах світу, закономірно викликає збіль-
шення його ускладнень, одним з найпоши-
реніших серед яких є діабетична невропатія. 
Ушкодження різних ділянок нервової системи 
за умов ЦД залишається дискусійним питан-
ням, оскільки існує багато протиріч серед 
наукових даних, що вказують на специфічне 
пошкодження тієї чи іншої ланки нервової си-
стеми за умов гіперглікемії – одні дослідники 
вважають найбільш вираженими ураження 
периферичних нервових волокон [1, 2], інші 
– спинного мозку [3, 4], а дехто – взагалі цен-
тральних структур, наприклад таламуса [5].

У наших попередніх дослідженнях [6] було 
встановлено, що в умовах експериментального 
ЦД суттєво знижується поріг виникнення по-
тенціалу дорсальної поверхні спинного мозку 
та збільшується його тривалість. Але нез’я-
сованими залишаються питання щодо змін 
аферентних входів при ЦД, стан яких значною 

мірою може впливати на вищевказані показ-
ники та модулювати їх активність. Це ланка 
відіграє чи не найбільшу роль у формуванні 
патологічної імпульсації [7, 8], яка призводить 
до виникнення комплексу симптомів діабетич-
ної невропатії, таких, як алодінія, спонтанний 
біль, парестезії тощо. Це спонукало нас більш 
детально проаналізувати стан аферентної 
ланки рефлекторної дуги спинного мозку за 
допомогою вивчення потенціалу дії (ПД), який 
реєстрували з дорсального корінця. 

Метою нашої роботи було дослідження 
показників збудливості аферентних волокон 
дорсального корінця у відповідь на стиму-
ляцію сідничного нерва, що виникають у 
проксимальних відділах дорсальних корінців 
за умов експериментального ЦД через один 
місяць від початку його моделювання.

МЕТОДИКА

Експерименти були проведені на 28 білих 
статевозрілих щурах-самцях лінії Вістар 
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масою 200–250 г, яких було розділено на 2 
групи: контрольну і дослідну – тварини з 
експериментальним ЦД.

ЦД моделювали одноразовим інтрапери-
тонеальним введенням алоксану моногідрату 
(«Sigma», США) у дозі 170 мг/кг після добо-
вої депривації їжі при збереженому доступі 
до води [6]. Контроль вмісту глюкози крові 
проводили на 10-ту добу за допомогою глюко-
метра One Touch Ultra. У гострий експеримент 
тварин брали на 30-ту добу відтворення ЦД зі 
вмістом глюкози крові вищим за 15 ммоль/л. 

Під тіопенталовим наркозом (50 мг/кг) про-
водили розтин м’яких тканин та ламінектомію, 
скляними гачками розтинали тверду мозкову 
оболонку та виділяли дорсальний корінець 
сегменту L5 спинного мозку. Сідничний нерв 
відпрепаровували на стегні та перев’язували 
біля входу в м’яз. Викликану активність дор-
сального корінця відводили від його пересіче-
них проксимальних відрізків при стимуляції 
сідничного нерва на іпсилатеральному боці 
імпульсами тривалістю 0,3 мс та силою від 
1 до 5 порогів (П), за потреби використову-
вали плавне підвищення сили стумулу на 0,1 
П. Аналізували показники ПД дорсального 
корінця, а саме поріг, хронаксію, латентний 
період, амплітуду та тривалість ПД, динаміку 
збудливості, а також явище рефрактерності 
при нанесенні на сідничний нерв парних сти-
мулів з інтервалом від 2 до 20 мс [9].

Усі досліди з тваринами проводилися 
відповідно до норм біомедичної етики, евта-
назію здійснювали за допомогою введення 
летальної дози тіопенталу натрію.

Обробку отриманих результатів проводи-
ли за допомогою стандартних методів варі-
аційної статистики. Для оцінки вірогідності 
використовували t критерій Стьюдента та 
критерій Манна-Уітні. Зміни визнавали ста-
тистично вірогідними при P<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Аналіз порогу виникнення сумарного ПД 
волокон дорсального корінця показав, що у 

тварин з експериментальним ЦД спостеріга-
ється його підвищення у 1,5 раза у порівнянні 
з контролем (P<0,001, таблиця). Показники 
контрольної групи в цьому та наступних 
дослідах прийняті за 100 %. Хронаксія ПД 
дорсального корінця у порівнянні з контр-
олем зменшилася на 12,4% (P≥0,056). 

Підвищення порогу виникнення ПД дор-
сального корінця в умовах гіперглікемії вказує 
на порушення адекватного функціонування нер-
вової системи в результаті неферментативного 
глікозилювання білків, активації поліолового 
шляху окиснення глюкози до сорбітолу і фрук-
този, які накопичуються у нервових клітинах та 
викликають їх пошкодження через осмотичний 
стрес [10–12]. Це, в першу чергу, стосується 
периферичних відділів нервової системи та 
призводить до виникнення дистальної форми 
сенсорної діабетичної невропатії [13]. 

Слід відмітити, що у наших попередніх 
дослідженнях було підтверджено наявність 
ознак невропатії у периферичному нерво-
во-м’язовому апараті вже наприкінці першого 
місяця від початку захворювання [14], які 
проявлялись у вигляді зниження збудливості 
і проведення нервового імпульсу у цій струк-
турі. У наступних дослідженнях [6] нами було 
виявлене підвищення активності нейронів 
задніх рогів спинного мозку. Таким чином ці 
дані являють собою особливий інтерес з точ-
ки зору виявлення локалізації послідовності 
переходу пригнічення активності нервових 
провідників у стан їх підвищеної збудливо-
сті. Тож ланкою, яка відповідальна за цей 
процес, ймовірно, є самі аферентні нерви та 
їх спінальні ганглії.

За умов ЦД латентний період і загальна 
тривалість ПД дорсального корінця при за-
стосуванні супрамаксимальної стимуляції (5 
П) практично не змінювалися (P>0,05). При 
цьому спостерігалося зниження амплітуди на 
21,7 % (P<0,05, рис. 1). 

При аналізі збудливості дорсального ко-
рінця у динаміці ми спостерігали повільне 
наростання амплітуди ПД, як і в контрольній 
групі, але відповідь на таку стимуляцію у 
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тварин з експериментальним ЦД була менш 
виражена та проявлялася у вигляді її досто-
вірного зменшення (рис. 2). 

Зниження амплітуди ПД дорсального ко-
рінця при супермаксимальній стимуляції та 
при застосуванні подразників зростаючої ін-
тенсивності свідчать про зниження збудливості 
на цьому відрізку рефлекторної дуги. В основі 
можуть лежати пригнічення роботи Na+-K+-по-
мпи та інтрааксональне накопичення Na+ [10, 
15], за рахунок чого знижується концентрацій-
ний градієнт іонів і, як наслідок, зменшення 
амплітуди вхідного натрієвого струму, від 
якого залежить амплітуда генерованого ПД.

При аналізі динаміки фаз рефрактерності 

за допомогою методу парних подразнень спо-
стерігалося підвищення відповіді на другий 
стимул у тварин з ЦД (рис. 3). Варто зазначи-
ти, що відновлення амплітуди починалося вже 
з проміжку між стимулами у 2 мс і становило 
до 31,0 % від амплітуди 1-го ПД, чого май-
же не спостерігалося у тварин контрольної 
групи, де на цьому ж інтервалі така картина 
спостерігалася лише у кількох випадках, ста-
більне її підвищення починалося лише з 3-ї 
мілісекунди міжстимульного інтервалу.

Знайдене нами раннє відновлення відпо-
віді на парну стимуляцію у тварин з ЦД по-
требує особливої уваги. Це відбувається, воче-
видь, за рахунок зменшення тривалості фази 

Рис. 1. Параметри потенціалу дії дорсальних корінців спинного мозку (L5) спинного мозку: середні показники латентного 
періоду (а), тривалості (б) та амплітуди (в); 1 — інтактні тварини, 2 — тварини з експериментальним цукровим діабетом. 
* P<0,05 — вірогідність порівняно з контролем
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Рис. 2. Динаміка збудливості дорсальних корінців (L5) спинного мозку при нанесенні на сідничний нерв стимулів зро-
стаючої інтенсивності у інтактних тварин (а) і тварин з цукровим діабетом (б).
* P<0,05, ** P<0,01 — вірогідність порівняно з контролем
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абсолютної рефрактерності. Останнє може 
свідчити про те, що нейрони задніх корінців 
спинного мозку в умовах гіперглікемії мають 
підвищену базальну активність, що сприяє 
підсиленню передачі нервових імпульсів [5]. 

На думку деяких дослідників можливі 
кілька механізмів розвитку діабетичної не-
вропатії. Наразі підкреслюється роль Ca2+ 
як основного предиктора виникнення її 
больових форм [16]. У цих дослідженнях 

було виявлено, що за умов гіперглікемії зни-
жується активність Ca2+-АТФази, внаслідок 
чого порушується кінетика відновлення 
внутрішньоклітинного Ca2+ з тривалим за-
лишковим підвищенням його концентрації 
у сенсорних нейронах. У зв’язку з цим було 
висунуте припущення, що такі механізми 
причетні до розвитку невропатії при ЦД. Ці 
дані знаходять підтвердження у інших дослі-
дженнях, в яких відводиться провідна роль 

Рис. 3. Осцилограми викликаних відповідей дорсальних корінців спинного мозку (I) (I-а — інтактні тварини, I-б — 
тварини з експериментальним цукровим діабетом) та динаміка фаз рефрактерності при нанесенні парних стимулів на 
сідничний нерв (II) 
* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 — вірогідність порівняно з контролем
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Зміни основних показників потенціалу дії дорсальних корінців спинного мозку тварин з експериментальним 
цукровим діабетом

Показник Контроль Цукровий діабет

Поріг, мкА 10,95 ± 1,30 (n = 12) 17,20 ± 1,60 (n = 13) **

Хронаксія, мс 64,28 ± 3,24 (n = 14) 56,31 ± 3,22 (n = 13)

Латентний період, мс 0,74 ± 0,05 (n = 12) 0,76 ± 0,04 (n = 13)

Тривалість потенціалу дії дорсального корінця, мс 2,65 ± 0,11 (n = 12) 2,64 ± 0,15 (n = 13)

Амплітуда, мВ 1,80 ± 0,23 (n = 12) 1,41 ± 0,17 (n = 13) *
*P<0,05, **P<0,01 — вірогідність порівняно з контролем.

Т-типу низькопорогових кальцієвих каналів, 
які і є важливими підсилювачами сигналів у 
сенсорних нейронах та сприяють розвитку 
клітинної гіперчутливості, а також висту-
пають модуляторами хронічних і гострих 
больових сигналів [17].

Іншими вченими встановлено підвищен-
ня частоти ПД у нейронах дорсальнокорін-
цевих гангліїв [18, 19], які генеруються у 
відповідь на тривалу надпорогову механічну 
стимуляцію, що призводить до підвищення 
спонтанної активності цих нейронів. Такі 
зміни пов’язують з підвищенням експресії 
потенціалзалежних тетродотоксинчутливих 
і тетродотоксинрезистентних натрієвих ка-
налів, а також підвищенням входу Na+ через 
них. Тож припускають, що саме ці процеси 
можуть лежати в основі больової форми діа-
бетичної невропатії. Саме ці канали вважають 
структурами, які визначають збудливість сен-
сорних нейронів і відіграють ключову роль 
у виникненні больових відчуттів, оскільки 
керують розрядами аферентних імпульсів 
через їх підсилення в умовах гіперглікемії 
та викликають тактильну алодінію чи спон-
танний біль [7].

Таким чином можна підсумувати, що за 
умов тривалої гіперглікемії знижується збудли-
вість аферентних провідників спинного мозку, 
які є сполучною ланкою між пригніченим 
периферичним апаратом і підвищено актив-
ним центральним. В умовах ЦД створюється 
основа для виникнення симптомів діабетичної 
невропатії через підсилення вхідного сигналу 

до нейронів дорсальних рогів спинного мозку, 
що може лежати в основі виникнення алодінії, 
парестезій чи спонтанного болю.

А.Г. Родинский, Е.Г. Зиновьева, А.С. Трушенко, 
М.Я. Качан

ВЫЗВАННАЯ АКТИВНОСТЬ АФФЕРЕНТ-
НЫХ ВОЛОКОН СЕДАЛИЩНОГО НЕРВА 
БЕЛЫХ КРЫС В УСЛОВИЯХ ЭКСПЕРИ-
МЕНТАЛЬНОГО САХАРНОГО ДИАБЕТА 

Анализировали функциональное состояние дорсальных 
корешков спинного мозга в условиях экспериментального 
сахарного диабета (СД), а именно показатели потенциала 
действия (ПД): порог, хронаксию и динамику возбу-
димости дорсального корешка. Выявлено достоверное 
повышение порога возбуждения в 1,5 раза по сравнению 
с контрольной группой животных, снижение амплитуды 
ПД на 21,7 %. Наблюдали также достоверное повышение 
ответа на 2-й стимул при нанесении парных стимулов на 
седалищный нерв у животных с экспериментальным СД. 
При нанесении стимулов возрастающей интенсивности у 
этой группы животных было обнаружено достоверное сни-
жение амплитуды ПД. Был сделан вывод о том, что гипер-
гликемия вносит коррективы в процессы возбудимости и 
рефрактерности в афферентных волокнах спинного мозга.
Ключевые слова: сахарный диабет; диабетическая нейро-
патия; дорсальный корешок спинного мозга.

A.G. Rodinsky, E.G. Zinov’eva, А.S. Trushenko, 
M.J. Kachan

THE EVOKED ACTIVITY OF THE DORSAL 
ROOT AFFERENT FIBRES OF THE SPINAL 
CORD OF WHITE RATS IN EXPERIMENTAL 
DIABETES MELLITUS

We analyzed the functional status of the dorsal root of spinal 
cord in experimental diabetes mellitus (DM), for instance the 
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parameters of the action potential (AP): threshold, chronaxy 
and the dynamics of the dorsal root excitability. It was revealed 
the 1,5 times increase in threshold of excitation when compared 
to the control animals (P<0,001), the amplitude of AP 
decreased by 21,7 % (P<0,05). It was also revealed a significant 
increase in response to the 2nd stimulus under applying the 
paired stimuli on the sciatic nerve in animals with experimental 
DM. Under applying the stimuli of increasing intensity there 
was found significant decrease in the amplitude of the AP 
in animals of the experimental group. It was concluded that 
hyperglycemia made changes to the processes of excitability 
and refractoriness in the afferent fibers of the spinal cord.
Key words: diabetes mellitus, diabetic neuropathy, dorsal root 
of the spinal cord.
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Ukraine» 
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Радіопротекторний ефект їжі в асиміляції  
вуглеводних субстратів різного ступеня полімерності 
у двох поколінь нащадків опромінених щурів
Одеський національний медичний університет, E-mail: alena-61@mail.ru

Досліджували вплив їжі в кишечнику опромінених самців-попередників на функціональну активність 
тонкої кишки їх нащадків двох поколінь. Встановлено, що ситість тварин під час опромінення виз-
начає радіопротекторний ефект на транспорт вуглеводних субстратів різної міри полімерності 
лише в нащадків першого  покоління – у другого покоління показники функціональної активності 
нижче за такі навіть в інтактній групі,  переважно за рахунок ферментативної ланки,  проте при 
цьому вони не виходять за межі активної компоненти транспорту.  Отже, для захисту наступних 
поколінь від опромінених попередників необхідні потужніші, ніж просто їжа, радіопротектори.
Ключові слова: опромінення; тонка кишка; асиміляція вуглеводів;нащадки щурів. 
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ВСТУП

Іонізуючі випромінювання є природним 
компонентом довкілля, проте завдяки ан-
тропогенному радіоактивному забрудненню 
радіаційний фон Землі підвищився, в ос-
новному в результаті викидів підприємств 
атомної енергетики і випробувань ядерної 
зброї. Тому залишається актуальною про-
блема впливу іонізуючих випромінювань на 
живі організми. Функціональні порушення 
внаслідок великих доз опромінення зазви-
чай проявляються впродовж декількох годин 
або днів, натомість вади розвитку і інші 
спадкові хвороби, спричинені ушкодженням 
генетичного апарату – тільки в наступних 
поколіннях. Повна ж елімінація негативних 
наслідків опромінення попередників у по-
пуляції відбувається до 7-10-го покоління, 
причому близько 56% генетичних хвороб від 
1-го покоління проявляються в 2-му  [1 - 6]. 
Проте відомості про трансгенераційний фе-
номен радіаційноіндукованої нестабільності 
генома у нащадків опромінених у малих дозах 

батьків нечисленні, суперечливі і вимагають 
подальшого вивчення [7]. Раніше нами була 
досліджена активність систем травлення 
і всмоктування вуглеводних субстратів у 
тонкій кишці нащадків двох поколінь опро-
мінених голодними самців щурів [8] – була 
показана стабільність транспорту вільної 
глюкози у обох поколінь  і достовірне зни-
ження активності транспорту М-глюкози, що 
утворилася при гідролізі мальтози, у нащад-
ків 2-го покоління. Постало питання про те, 
яку роль у захисті функціональних систем 
кишки нащадків опромінених тварин може 
відігравати наявність їжі в кишечнику бать-
ків на момент опромінення. Тому метою цієї 
роботи стало дослідження показників трав-
лення і всмоктування вуглеводних субстратів 
різної міри полімерності у нащадків двох 
поколінь опромінених ситими самців щурів.

МЕТОДИКА

Досліди проведені на двомісячних щуря-
тах-самцях лінії Вістар масою 50-65 г, яких 
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утримували на стандартному раціоні віварію 
і які були позбавлені їжі впродовж 18-24 год 
перед експериментом. Загалом було вико-
ристано 3 групи  по 5 щурят в кожній: 1-ша 
- інтактні; 2-га – нащадки 1-го покоління від 
самців, яких було одноразово опромінені 
ситими (комбікорм) і інтактних самиць [8]; 
3-тя – нащадки 2-го покоління. Опромінення 
самців проводили на телегаммаустановці 
«Агат-Р-1», потужність дози становила 120 
рад/хв, поле  - 20 х 20, відстань від джерела 
до поля - 75 см, доза - 0,5 Гр, час експози-
ції - 32 с. Акумулюючий препарат слизової 
оболонки тонкої кишки (АПС) виготовляли 
за методом Уголева і співав. [9]. Інкубували 
АПС впродовж 1 год при 37 ° С в оксигено-
ваному середовищі. Як  інкубаційне середо-
вище використовували розчини 10 ммоль/л 
глюкози і 5 ммоль/л мальтози, які готували 
на розчині Рінгера (рН 7,4). В усі інкуба-
ційні середовища додавали кролячу жовч. 
Визначали концентрацію вільної глюкози і 
М-глюкози, утвореної при гідролізі мальтози 
[10], колориметрично на КФК-2МП (λ=625 
нм).  Після перевірки отриманих результатів 
на нормальність розподілу за допомогою те-
ста Шапіро-Уілка для статистичної обробки 
використовували критерій t Стьюдента для 
незв’язаних вибірок за програмою «Primer 
Biostatistics». 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У попередніх дослідженнях нами було визна-
чено [8], що активність транспортної системи 
для вільної глюкози у нащадків 1-го поколін-
ня опромінених ситими самців щурів була 
майже на 20 % вище, ніж в групі на-щадків 
опромінених голодними самців (Р = 0,013; 
таблиця), при цьому стабільність її роботи 
була в 4,5 раза більш високою. Отже, дійсно, 
наявність їжі в кишечнику самців на момент 
їх опромінення сприяє підвищенню активно-
сті системи транспорту вільної глюкози і ста-
більності її роботи у їх нащадків – можливо, 
через певну механічну захисну дію нутрієнтів 

і клітковини їжі на мембрани ентероцитів у 
момент опромінення. Проте це стосується 
тільки транспортної системи для вільної 
глюкози, оскільки наявність їжі в кишечнику 
опромінених самців не впливає на активність 
мальтози – показники транспорту утвореної 
М-глюкози в цій групі майже не відрізнялися 
від таких як у групі нащадків 1-го поколін-
ня опромінених голодними самців, так і 
в інтактній групі. Це справедливо також і 
для нащадків 2-го покоління опромінених 
голодними попередників [11]: транспорт 
вільної глюкози у них майже не відрізнявся 
від значень у нащадків 1-го покоління, зате 
транспорт М-глюкози виявився істотно ниж-
чим (на 25 %; P=0,044) і менш стабільним (на 
56 %). Ймовірно, це є проявом накопичених 
попередниками ушкоджень генома - таке при-
пущення узгоджується з даними літератури 
[3, 6, 7].  При дослідженні впливу ситості 
самців-попередників на момент опромінення 
на функціональну активність тонкої киш-
ки їх нащадків 2-го покоління  виявилося, 
що транспортна активність у них відносно 
вільної глюкози була значно нижча, ніж у на-
щадків 1-го покоління (на 35%) і у інтактних 
щурят (на 30%). При цьому якщо активність 
транспорту вільної глюкози у нащадків 1-го 
покоління була навіть дещо вищою, ніж в 
інтактній групі (на 8%), то у нащадків 2-го 
покоління вона була нижчою в 1,5 раза, ніж 
в попередній групі, і в 1,4 раза щодо значень 
у інтактних щурят. Розкиди від середнього 
в цій групі також були удвічі вищими, ніж 
у групі нащадків 1-го покоління, але все ж 
таки на 39% нижчими порівняно з інтактними 
щурами. Отже, радіопротекторний ефект їжі є 
дійсним тільки для нащадків 1-го, але не 2-го 
покоління. Швидше за все, в 2-му поколінні 
проявляються порушення стабільності гено-
ма внаслідок опромінення батьків, що були 
придбані в рецесивній формі 1-м поколінням, 
не проявилися в ньому і були передані його 
нащадкам  – це підтверджується даними літе-
ратури [2, 4, 5, 7]. Це припущення також зна-
ходить підтвердження при аналізі показників 
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транспорту М-глюкози: в групі нащадків 2-го 
покоління  вони майже в 1,5 раза (на 32%) є 
нижчими, ніж у нащадків 1-го покоління  або 
у інтактних тварин, на фоні удвічі вищих 
показників розкидів від середнього. Слід 
також зауважити, що  транспорт М-глюкози в 
групі інтактних щурят був нижчим, ніж такий 
вільної глюкози в цій групі на 11%, порівня-
но з нащадками  2-го покоління – на 13%, а 
з нащадками 1-го покоління – на 18%. Отже, 
наслідки опромінення батьків реалізуються 
у їх нащадків 2-го покоління дійсно через 
зниження вмісту мальтози, тобто вражається 
гідролітична ланка ферментативно-транс-
портного конвеєру для мальтози, або ж до 

його складу входить не той транспортер, який 
відповідає за перенесення вільної глюкози.     

Таким чином, ситість батьків на момент 
опромінення визначає радіопро-текторний 
ефект насамперед для системи транспорту 
мономерного вуглеводного субстрату в тонку 
кишку їх нащадків 1-го покоління – значно 
стабілізується і підвищується транспорту 
вільної глюкози (Р = 0,013)  і зберігається 
транспорт М-глюкози на рівні, визначеному 
для інтактних тварин. Цього не відбувається 
у нащадків 2-го покоління – у них виявляєть-
ся значне зниження показників транспорту 
обох вуглеводних субстратів у порівнянні 
з такими для інтактної групи (Р = 0,0001 в 

Асиміляція субстратів (ммоль/(л·мг) препаратами слизової оболонки тонкої кишки двомісячних щурят - 
нащадків  1-го  и 2-го поколінь  від опромінених натще  (I)  та ситими  (II) дозою 0,5 Гр самців  та інтактних 

самиць  (М±m).

Група тварин Глюкоза Мальтоза
I

Інтактна 47,85±5,59*
11,7%

42,71±2,31*
5,4%

Нащадки 1-го покоління x42,25±6,22*
14,7%

42,67±1,95* 
4,6%

Нащадки 2-го покоління xx 40,35±4,58** 
11,4%

P1-3= 0,032

31,77±3,95**
12,4%

P1-3= 0,0001
P2-3= 0,0001

II
Інтактна 47,85±5,59*

11,7%
42,71±2,31*

5,4%
Нащадки 1-го покоління x51,97±1,50*

3%
Px = 0,013

42,62±1,94*
4,5%

Нащадки 2-го покоління xx 33,47±2,38
7,1%

P1-3= 0,0001
P2-3= 0,0001
Pxx = 0,018

28,99±2,66
9,2%

P1-3= 0,0001
P2-3= 0,0001

*дані отримано раніше [8], використано для зіставлення;
** дані отримано раніше [11], використано для зіставлення;
x відмінність значень у групах нащадків 1-го покоління від опромінених голодними і ситими щурів;
xx  відмінність значень у групах нащадків 2-го покоління від опромінених голодними і ситими щурів;
В усі інкубаційні середовища додано кролячу жовч. Під показниками асиміляції наведено відсотки 
розкидів від середнього. 

Радіопротекторний ефект їжі в асиміляції вуглеводних субстратів різного ступеню полімерності
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обох випадках) і для нащадків 1-го поко-
ління (Р = 0,0001 в обох випадках), проте 
показники не опускаються нижче від значень 
активного транспорту. Отже, дійсно, у 1-му 
поколінні нащадків опромінених батьків не 
виявляються отримані від них порушення, 
незалежно від наявності їжі в кишечнику 
батьків на момент опромінення, натомість у 
2-му поколінні ці порушення є досить яскра-
вими і, всупереч очікуваному, навіть більш 
вираженими у нащадків опромінених ситими 
щурів. Вочевидь, наявність їжі у кишечнику 
батьків при опроміненні здатна захистити їх 
нащадків тільки не далі 1-го покоління – для 
захисту наступних поколінь слід використати 
більш потужні радіопротектори.

Таким чином, ситість на час опромінення 
самців-попередників визначає радіопро-
текторний ефект для систем транспорту 
вуглеводних субстратів різної полімерності 
тільки у нащадків 1-го покоління – виявлено 
стимуляцію і значну стабілізацію транспорту 
вільної глюкози, а також збереження тран-
спорту М-глюкози на рівні, визначеному для 
інтактних тварин. У нащадків 2-го покоління 
цей ефект не спостерігається – показники 
функціональної активності знижуються від-
носно таких навіть у інтактній групі, проте 
знаходяться в межах активної компоненти 
транспорту.

О. В. Сторчило 

РАДИОПРОТЕКТОРНЫЙ ЭФФЕКТ ПИЩИ 
В АССИМИЛЯЦИИ УГЛЕВОДНЫХ СУБ-
СТРАТОВ РАЗНОЙ СТЕПЕНИ ПОЛИМЕР-
НОСТИ У ДВУХ ПОКОЛЕНИЙ ПОТОМСТ-
ВА ОБЛУЧЕННЫХ КРЫС 

Исследовали влияние пищи в кишечнике облученных 
самцов-предшественников на функциональную актив-
ность тонкой кишки их потомства двух поколений. Уста-
новлено, что сытость этих животных во время облучения  
определяет радиопротекторный эффект на транспорт  
углеводных субстратов разной степени полимерности 
только у их потомства 1-го  поколения – у 2-го поколения  
показатели функциональной активности ниже таковой 
даже в интактной группе, преимущественно за счет фер-
ментативного звена, однако при этом они не выходят за 

границы активной компоненты транспорта.  Следователь-
но, для защиты дальнейших поколений от облученных 
предшественников необходимы более мощные, чем просто 
пища, радиопротекторы.
Ключевые слова: облучение; тонкая кишка; ассимиляция 
углеводов; потомство крыс.

O.V. Storchilo 

RADIOPROTECTIVE EFFECT OF FOOD IN 
THE ASSIMILATION OF CARBOHYDRATE 
SUBSTRATES BY TWO GENERATIONS 
OF POSTERITY FROM THE RADIATION-
EXPOSED MALE RATS

The influence of food in the intestine of the radiation-exposed 
males-predecessors on the functional activity of the small in-
testine of two generations of their posterity was investigated. 
It is shown that satiety of these animals during an irradiation 
determines a radioprotective effect on the systems of transport 
of carbohydrate substrates of different degree of polymeriza-
tion only at their posterity of first generation. The second 
generation had the indexes of functional activity below than 
that observed in intact group, thus mainly due to a fermenta-
tive link. However, here they do not exceed the borders of 
active component of transport.  Consequently, for protection of 
further generations from the radiation-exposed precursors the 
more powerful radioprotectors are needed, than simply food. 
Key words: irradiation, small intestine, assimilation of carbo-
hydrates, rats′ posterity.

Odessa National Medical University

REFERENCES

1. Guryeva VA, Dudareva YuA.  The modern estimation 
of the state of health of descendants of persons being 
in the zone of radiation-damage (on the example of 
the Semipalatinsk ground) : Proceeding of  the 2nd 
International scientific-practical conference “Academic 
science - problems and achievements”,  Moscow, 
September 5-6, 2013,  P.273 . [Russian].

2. Dergylev АА, Chibisova OF, Palyga GF, Ivanov VL, 
Zhavoronkov LP. Influence of ionizing radiation in 
unsteralizing doses on the embryogenesis and post-natal  
development of posterity of two generations of rats males, 
the gametes of that were radiation-exposed on the pre-
meyotic stages of  spermatogenesis. Rad. and risk, 2012, 
21 ( 2) 39-45 [Russian].

3.  Liberman A  Radiation and reproductive health.  Sanct-
Petersburg, 2003 225 p [Russian].

4. Palyga GF, Chibisova OF, Ivanov VL, Dergylev А А, 
Zhavoronkov LP. Realization of radial effects in the 
ontogenesis of posterity of two generations of males, 
whose gametes were radiation-exposed  in the non-
sterilizide dosage on the stage of mature spermatozoa. 

 О.В. Сторчило



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 182

Rad. and risk  2010 19 ( 4) 58-62 [Russian].
5. Palyga GF, Chibisova OF, Ivanov VL, Dergylev А 

А, Zhavoronkov LP, Panfilova VV, Kolganova OI  
Realization of radial effects is the ontogenesis of posterity 
of two generations of males the gametes of which were 
radiation-exposed singly in unsteralizing doses on the 
stage of spermatid. Rad. and risk  2011 20 (1) 19-23 
[Russian].

6. Reproductive health of new generation: collection of 
scientific works of Ivanov Scientifically research institute 
of maternity and childhood the name of V N Gorodkov 
of Ministry of health and social development of Russian 
Federation.  2010.  Ivanovo: 382 p. [Russian].

7.  Agadganyan AV   Investigation of the transgenerational 
phenomenon of genome instability in the the children-
descendants of the radiation-exposed parents as a result 

of accident on Chernobyl nuclear power station.  Мoscow 
2008 20 p. [Russian].

8.  Storchilo OV  Peculiarialities of the irradiated rats 
posterity the small intestine functional activity  under 
the parents life-time different conditions. Odessa Med. 
Mag.  2009 115( 5)  21-27 [Ukrainian].

9. Ugolev AM, Zhigure DR, Nurks EE,. Accumulating 
preparation of mucous membrane is a new method of 
research of the initial stages of transfer of substances 
through an intestinal wall.  Physiol. Mag. of the USSR  
1970 56 (11) 1638-1641 [Russian].

10. Scott TA, Melvin EH The determination of hexoses with 
antrone. Analyt. Chem.  1953 №25, 1656–58.

11. Storchilo OV  Functional activity of the small intestine of two 
generations of the posterity of the hungry irradiated male 
rats. Odessa Med. Mag.  2013 140( 6)  13 -17 [Ukrainian].

Матеріал надійшов 
до редакції 06.06.2014

Радіопротекторний ефект їжі в асиміляції вуглеводних субстратів різного ступеню полімерності



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 1 83

УДК 616.831.5 + 616.858 +612.822

Л.П.Войтенко, О.Г.Ніконенко

Модифікація експериментальної ротенонової моделі 
хвороби Паркінсона
Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця НАН України, Київ, E-mail: agn@biph.kiev.ua

Запропоновано модифікацію експериментальної моделі хвороби Паркінсона, що передбачає сте-
реотаксичну інфузію розчину ротенону за допомогою оригінального пристрою у центральну зону 
компактної частини чорної субстанції (ЧС) дорослих щурів лінії Вістар. Встановлено, що через 10 
діб щільність дофамінергічних (ДА) нейронів у ділянці інфузії нейротоксину зменшується майже в 
6 разів, до 20,2±3,2 нейронів/мм2 порівняно з відповідним показником у неушкодженій контралате-
ральній ЧС, 119,0±3,3 нейронів/мм2. Електронна мікроскопія виявила порушення ультраструктури 
мітохондрій нейронів ЧС у зоні інфузії, що переважно обмежувалися дезорганізацією крист у цих 
органелах. Відсутність загальної токсичності та селективність ураження тканини мозку свідчать 
про те, що запропонована модифікація моделі є адекватною та придатною для досліджень ефектів 
дегенерації ДА-нейронів, притаманної хворобі Паркінсона у людини. 
Ключові слова:  ротенон; модель in vivo; хвороба Паркінсона
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ВСТУП

Дофамінергічні (ДА) нейрони середньо-
го мозку беруть безпосередню участь у 
контролі моторних і когнітивних функцій 
головного мозку, які забезпечують довільні 
рухи та робочу пам’ять. Найбільш численні 
популяції ДА-нейронів локалізовані у чорній 
субстан ції (ЧС) та вентральній тегменталь-
ній ділянці середнього мозку. Незважаючи 
на те, що проекції ДА-нейронів дуже різно-
манітні, ці клітини мають подібні молеку-
лярні та електрофізіологічні характеристики 
[1]. Їх ураження у ЧС, що є типовою рисою 
хвороби Паркінсона, та його наслідки можна 
вивчати на тваринах в умовах експеримен-
тальних моделей. Такі моделі передбачають 
використання тварин генетично-модифікова-
них ліній [2], а також тварин, що були піддані 
дії таких нейротоксинів, як 6-оксидофамін 
[3, 4], 1-метил-4-фенілтетрагідропіридин [5], 
паракват [6] або ротенон [7, 8]. 

Ротенон – це флавоноїд, що пригнічує пе-

ренесення електронів з Fe/S-центрів НАДН-
дегідрогенази на убіхінон, чим перешкоджає 
виробленню АТФ внаслідок окисного фос-
форилювання. Водночас він не впливає на 
продукцію АТФ у процесах гліколізу [9]. При 
його дії ДА-нейрони гинуть через виник-
нення дефіциту енергетичного метаболізму. 
Цю речовину застосовували у попередніх 
дослідженнях для моделювання хвороби 
Паркінсона in vivo [7, 10] та in vitro [11, 12]. 

Більшість ротенонових моделей in vivo 
передбачає тривале системне введення цього 
нейротоксину у щурів [7, 8, 10, 13]. Основні 
недоліки такого підходу − недостатня селек-
тивність ураження структур головного мозку 
[7, 13] та небажана токсичність ротенону, 
наприклад, щодо кардіоваскулярної системи 
[10]. У таких умовах досить важко отримати 
групу дослідних тварин з однотиповими ура-
женнями головного мозку [7]. Зокрема, відо-
мі випадки, коли токсичний ефект ротенону, 
при його системному введенні, не призводив 
до дегенерації ДА-нейронів ЧС [13].
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Мета нашої роботи − спроба розроби-
ти експериментальну модель, яка б дала 
змогу отримувати прогнозовані ураження 
ДА-нейронів ЧС, не мала ефектів загальної 
токсичності та була зручною для досліджень 
морфологічних змін тканини головного моз-
ку, характерних для хвороби Паркінсона. За 
основу було взято модель, запропоновану 
Ксіонгом та співавт. [14], яка була модифіко-
вана для посилення ефекту дегенерації ДА-
нейронів у ЧС. 

МЕТОДИКА

Досліди проведені на 39 дорослих щурах-сам-
цях лінії Вістар масою 270−300 г. Зокрема, для 
імуногістохімічного аналізу використано 27 и 
для ультраструктурного – 12 тварин.  Усі екс-
перименти було виконано згідно з вимогами 
Європейської конвенції із захисту хребетних 
тварин (Страсбург, 1986). Ротенон („Sigma”, 
США) розчиняли у диметилсульфоксиді та 
вводили у дозах 6 або 12 мкг. Інфузію розчину 

здійснювали стереотаксично, в ліву половину 
головного мозку, у ділянку компактної части-
ни ЧС. Для введення ротенону було застосова-
но пристрій на основі мікропіпетки Pipetman 
(„Gilson”, Франція), що детально описаний у 
наступному розділі (рис. 1). 

Перед операцією щурів наркотизува-
ли ін’єкцією суміші кетаміну − 50 мг/кг 
(„Pfizer”, США) та ксилазіну гідрохлориду 
− 2 мг/кг („Interchemie”, Нідерланди). Після 
цього тварин фіксували у стереотаксичному 
апараті (див. рис. 1, а). Через розріз поверх-
невих тканин відкривали доступ до поверхні 
склепіння їх черепа. Орієнтуючись на по-
значки брегми та лямбди (див. рис. 1, б), на 
поверхні черепа знаходили точку, що відпо-
відала координатам AP 5,0 мм та L 2,0 мм за 
атласом [15], де робили отвір у кістці черепа. 
Голку інфузійного пристрою опускали через 
цей отвір, занурюючи її у тканину мозку на 
відповідну глибину (DV 7,0 мм за атласом 
[15]) і повільно виштовхували з наконечника 
розчин ротенону у загальному об’ємі 1 мкл. 

Рис. 1. Процедура проведення внутришньомозкової інфузії нейротоксину ротенону: а − загальний вигляд установки 
для внутришньомозкової інфузії ротенону; б − схема визначення стереотаксичних координат на поверхні черепа щура; 
в − наконечник мікропіпетки, що скомбінований зі стандартною голкою шприца 

Модифікація експериментальної ротенонової моделі хвороби Паркінсона
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Через 5, 10, 15 діб, або у віддалені періо-
ди − 6, 10, 14 тиж після внутришньомозкової 
інфузії ротенону, під глибоким наркозом 
щурів транскардіально перфузували 4%-м 
формальдегідом на 0,1 моль/л фосфатному 
буфері (ФБ) (рН 7,4). Головний мозок кож-
ної тварини додатково фіксували у 4%-ному 
формальдегіді на 0,1 моль/л ФБ (рН 7,4) 
протягом однієї доби. Фронтальні зрізи го-
ловного мозку товщиною 50 мкм робили на 
вібратомі VT 1000 A („Leica”, Німеччина). 
Для ідентифікації нейронів і гліальних клітин 
використували подвійне імуногістохімічне 
пофарбування специфічними антитілами про-
ти маркера нейронів NeuN (мишачі монокло-
нальні, 1:1000, „Chemicon”, Великобританія), 
ключового ферменту ДА-нейронів тирозин-
гідроксилази (ТГ) (мишачі моноклональні, 
1:1000, „Sigma”, США) та маркера астроцитів 
GFAP (курячі поліклональні, 1:1500, „Dako”, 
Данія). Після промивання у 0,1 моль/л ФБ, 
зрізи обробляли вторинними антимишачими 
Alexa Fluor-555 (1:1000, „Invitrogen”, США), 
або антикурячими Alexa Fluor-647 (1:1000, 
„Invitrogen”, США) антитілами. Готові пре-
парати аналізували у конфокальному мікро-
скопі  FV 1000-BX 61 WI („Olympus”, США) 
з цифровою фотокамерою. 

Для потреб електронної мікроскопії від-
повідну кількість щурів, через 6, 10 або 14 
тиж після  інфузії ротенону у ЧС, піддавали 
транскардіальній перфузії 4%-м формальде-
гідом та 2,5%-м глютаральдегідом, розчине-
ними у 0,1 моль/л ФБ (рН 7,4). Фронтальні 
зрізи головного мозку (товщиною 200 мкм) 
були зроблені на вібратомі та дофіксовані 
1%-м розчином OsO4 на 0,1 моль/л ФБ (рН 
7,4). Далі зрізи зневоднювали та заключали у 
епоксидну смолу (Епон 812, „Sigma”, США). 
Тонкі зрізи тканини мозку товщиною 70 нм 
контрастували цитратом свинцю й уранілаце-
татом та аналізували у електронному мікро-
скопі JEМ 100-СХ („JEOL”, Японія). 

Кількість життєздатних ДА-нейронів 
оцінювали як щільність ТГ-позитивних пе-
рикаріонів у зоні компактної частини ЧС. Як 

контроль використовували тканину відповід-
них контралатеральних ділянок мозку тих 
самих тварин, а також тканину несправжньо 
оперованих тварин, тобто таких, що отриму-
вали ін’єкцію 1 мкл розчинника без ротенону. 

Ефективність операції контролювали за 
критерієм асиметричної поведінки тварин 
у Т-подібному лабіринті, що мав стінки з 
непрозорого матеріалу, через 2 тиж після 
операції. Реєстрували напрямок руху тварини 
в той чи іншій бік. Тест для кожної тварини 
повторювали 10 разів. Як контроль викори-
стовували несправжньо оперованих тварин.

Цифрові результати обробляли методами 
варіаційної статистики. Для порівняння ви-
бірок використовували двобічний непараме-
тричний критерій Колмогорова−Смирнова. 
Вірогідними вважали розбіжності при Р < 
0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Імуногістохімічне забарвлення проти ТГ дало 
змогу точно ідентифікувати ДА-нейрони. Ці 
клітини ми виявляли як перикаріони овоїдної, 
полігональної або веретеноподібної форми, 
з яких виходило 3−5 первинних дендрітів 
(див. рис. 2, а). Незважаючи на деякі варіа-
ції у діаметрі дендритів, більшість з них не 
були явно варикозними. На електронограмах 
нейрони компактної частини ЧС мали світлу 
цитоплазму з помірною кількістю мітохон-
дрій еліпсоїдної форми. Ядро цих клітин 
було овальної форми, а ядерна оболонка мала 
інвагінації (див. рис. 2, б).

Відомо, що в середньому мозку знахо-
дяться три з восьми груп ДА-нейронів, які 
ідентифіковані у межах головного мозку. Ці 
групи представлені взаємопов’язаними сму-
гами, межі яких визначити важко. Група А8 
вважається частиною ретикулярної формації 
середнього мозку та відома також як латераль-
на частина ЧС, в той час як група А9 повністю 
відповідає компактній частині ЧС. Еферентні 
проекції від клітин А8 та А9 груп завершу-
ються у хвостатому ядрі та блідій кулі. 

Л.П.Войтенко, О.Г.Ніконенко
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Селективна втрата ДА-нейронів ЧС є ха-
рактерною для хвороби Паркінсона у людини. 
Для відтворення цієї ситуації у щурів ми за-
стосовували внутришньомозкову інфузію ро-
тенону. Пристрій для цього був розроблений 
на основі механо-пневматичної мікропіпетки 
Pipetman („Gilson”, Франція) з регульованим 
об’ємом 1−20 мкл, змінний наконечник якої 
був зкомбінований з голкою шприца G27 
(0,4 мм × 13 мм) (див. рис.1, в). Принцип 
дії мікропіпетки базується на всмоктуванні/
витисканні відповідної порції рідини, що 
здійснюється завдяки рухам плунжера у 
циліндрі. Мікропіпетка має вузол обмеження 
руху плунжера, який визначає робочий об’єм 
циліндра та, відповідно, кількість рідини, 
що всмоктується/витискається. Зменшення 
робочого об’єму за умови наявності рідини у 
наконечнику призводить до контрольованого 
(з ціною поділки у 0,1 мкл) витискання ріди-
ни з нього. У попередніх дослідженнях нами 
було обрано режим введення розчину роте-

нону у загальному об’ємі 1 мкл зі швидкістю 
0,2 мкл/хв. Перед проведенням серії інфузій 
наконечник заповнювали розчином ротенону 
у об’ємі близько 20 мкл. 

Для попередньої оцінки ефективності 
інфузії ротенону ми використали тест руху 
експериментальної тварини у Т-подібному 
лабіринті. Оскільки інфузія здійснювалась 
унілатерально, у ліву ЧС, вона могла вплину-
ти на симетрію рухових реакцій у оперованих 
тварин. Тест проводили через 14 діб після опе-
рації у щурів, які отримували 6 мкг ротенону. 
Показано, що оперовані щури у 62,7±3,1 % 
випадків повертали у лабіринті в напрямку, 
контролатеральному до боку інфузії, тобто 
праворуч (рис. 3). Контрольні тварини ро-
били аналогічний вибір лише у 53,0±2,5 %. 
Іншими словами, між двома групами щурів 
спостерігалися достовірні відмінності у сту-
пені просторово-моторної симетрії.

В окремій серії дослідів вивчали динаміку 
ротенонзалежної унілатеральної дегенерації 

Рис. 2. Дофамінергічні нейрони чорної субстанції головного мозку щура: а −  імуногістохімічне пофарбування на тиро-
зингідроксилазу; б − електронограма тіла нейрона чорної субстанції. Масштабні лінії 5 мкм

Модифікація експериментальної ротенонової моделі хвороби Паркінсона
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ДА-нейронів у ЧС. Оскільки ротенон є спе-
цифічним інгібітором окиснення субстратів 
ферментом НАДН-дегідрогеназою, він спро-
можний блокувати роботу електронно-транс-
портного ланцюга мітохондрій. Цей ефект ро-
тенону є особливо цікавим у контексті моде-
лювання геміпаркінсонізму у тварин тому, що 
порушення мітохондрій вважають спільною 
рисою широкого спектру нейродегенератив-
них захворювань, у тому числі і хвороби Пар-
кінсона [16]. Дефіцит енергетичного обміну, 
викликаний нейротоксином ротеноном, має 
призводити до загибелі ДА-нейронів. Однак 
невідомою залишалася часова динаміка та-
кої загибелі. Для з’ясування цього питання 
було досліджено тканину мозку відповідної 
кількісті тварин через 5, 10 або 15 діб після 
внутришньомозкової інфузії 6 мкг ротенону. 
На зрізах тканини мозку ДА-нейрони иден-
тифікували за ознакою імунопозитивності до 
ТГ – ключового ферменту обміну дофаміну. 
Відомо, що цей фермент каталізує реакцію 
перетворення амінокислоти тирозину у діок-
сифенілаланін, який і є в свою чергу попе-
редником дофаміну. Встановлено, що значна 
частка ДА-нейронів у зоні інфузії гине вже 

через 10 діб після внутрішньомозкової інфузії 
ро тенону (рис. 4). Щільність ДА-нейронів у 
компактній частині ЧС зменшувалася майже 
в шість разів, до 20,2±3,2 клітин/мм2 порівня-
но з відповідним показником у неушкодженій 
контралатеральній зоні, 119,0±3,3 клітин/
мм2 (Р < 0,05). Порівняння мікрофотографій, 
наведених на рис. 4, а та б, дає змогу зробити 
попередній висновок про те, що внаслідок дії 
ротенону насамперед гинуть ДА-нейрони з 
перикаріонами великого розміру.  

Слід зазначити, що морфологічний фе-
нотип GFAP-позитивних клітин (астроцитів) 
у зоні інфузії ротенону через 10 діб після 
операції свідчить про їх підвищену актив-
ність. Астроцити мають більшу кількість 
відростків, які довші за такі у відповідних 
гліальних клітин у контролі. Зміни морфо-
логії астроцитів і посилення експресії ними 
GFAP вказують на активну участь цих клітин 
у процесах реорганізації тканини мозку після 
інфузії нейротоксину ротенону.

Середньострокову динаміку загибелі ДА-
нейронів вивчали у щурів, які отримували 
ротенон у дозах 6 або 12 мкг та були перфузо-
вані через 6, 10 та 14 тиж після операції. Нами 
встановлено, що значне зниження кількості 
ТГ-позитивних клітин у ЧС було обмежено 
зоною інфузії, розмір якої варіював. Не було 
виявлено прогресивної динаміки загибелі 
цих клітин у більш віддалені строки після 
операції. Так, відмінності в кількості ТГ-
позитивних перикаріонів у зоні інфузії ней-
ротоксину через 10 діб, 6, 10 та 14 тиж після 
операції були незначними. Крім того, не було 
виявлено дозозалежного ефекту ротенону. 
Таким чином, зона загибелі ДА-нейронів під 
впливом ротенону не розширюється з часом, 
а доза нейротоксину у 6 мкг є достатньою для 
загибелі більшості ДА-нейронів та активації 
глії у ділянці інфузії.  

У тварин, які отримували 12 мкг ротенону, 
вищезгадані зміни астроцитів у зоні інфузії 
нейротоксину через 6 тиж після операції були 
подібними до таких і через 10 діб. Але через 
10 або 14 тиж після операції, морфологія 

Рис. 3. Частота вибору напрямку руху (контралатерального 
щодо боку інфузії нейротоксину) у Т-подібному лабіринті 
через 14 діб після стереотаксичної інфузії 6 мкг ротенону. 
1 – контроль, 2 – унілатеральна інфузія нейротоксину 
ротенону у чорну субстанцію. *P < 0,05 
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астроцитів та рівень експресії ними GFAP у 
ділянці інфузії нейротоксину не відрізнялися 
від відповідних контрольних показників.  

Гістологічне дослідження виявило ознаки 
дегенерації нейронів у ЧС та вентральній тег-
ментальній ділянці після внутрішньомозкової 
інфузії ротенону, які були помітні вже через 6 
тиж після операції. Дегенерація ДА-нейронів 

посилювалась у більш віддалені строки (рис. 
5). Однак у ділянці гіпокампа ознаки нейро-
дегенерації не спостерігалися. 

Слід зазначити, що проведений електрон-
но-мікроскопічний аналіз виявив порушення 
ультраструктури мітохондрій нейронів ЧС, 
що переважно обмежувалися дезорганізацією 
крист у цих органелах.

Рис. 4. Тирозингідроксилаза-позитивні нейрони чорної субстанції через 10 діб після унілатеральної інфузії 6 мкг ней-
ротоксину ротенону: а − нейрони контрольної зони, що є контралатеральною до зони інфузії; б − нейрони у зоні інфузії 
ротенону. Масштабна лінія 100 мкм

Рис. 5. Тканина чорної субстанції через 10 тиж після унілатеральної інфузії 6 мкг ротенону: а − нейрони у зоні, що є 
контралатеральною до зони інфузії; б − нейрони у зоні інфузії ротенону (стрілки вказують на нервові клітини з ознаками 
дегенерації). Масштабна лінія 25 мкм 
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Переважна більшість ротенонових in vivo 
моделей хвороби Паркінсона передбачає 
тривале (від одного до декількох тижнів) си-
стемне введення токсину або за допомогою 
осмотичного мікронасоса, вживленого під 
шкіру [10], або через канюлю, під’єднану 
до шийної вени [13]. Технічно простіший 
варіант моделі використовує інтраперитоне-
альні ін’єкції ротенону (раз на добу) у дозі 
2,5−3,0 мг/кг і протягом тривалого періоду [7, 
8]. У разі використання осмотичного мікрона-
соса добову дозу нейротоксину підвищували 
до 12 мг/кг [10] або навіть до 18 мг/кг [13]. 

Незважаючи на те, що ці експериментальні 
моделі дали змогу отримати цікаві результати 
щодо розвитку дегенерації ДА-нейронів у 
головному мозку, було продемонстровано, що 
вони мають цілу низку обмежень. По-перше, си-
стемне введення ротенону не гарантує прогно-
зованого розподілу зон ураження у головному 
мозку. Так, втрати ДА-нейронів і гліозис можуть 
бути значними у строкатому тілі та блідій кулі, 
але не у ЧС [13]. Крім того, системне введення 
нейротоксина ротенона у великих дозах може 
призводити до небажаної токсичності [10].

У спостереженнях за оперованими твари-
нами не виявлено таких порушень поведінки, 
типових для ХП або для системного введення 
ротенону, як гіпокінезія та акінезія, ригідність, 
нестабільність пози [7, 8, 10]. Можливе пояс-
нення базується на тому, що в умовах конкрет-
ної ротенонової моделі гинуть ДА-нейрони 
компактної частини ЧС лише з одного боку, в 
той час як клітини парної контралатеральної 
структури залишаються неушкодженими. 

Відомо, що розвиток хвороби Паркінсона 
починається з появи агрегатів α-синуклеїну у 
відростках нейронів кишечника та мотоней-
ронів блукаючого нерва. Крім ЧС, тільця Леві 
також знаходять у блакитній плямі, ядрах 
шва, корі та інших структурах головного 
мозку [17]. Ми не змогли виявити відкла-
дення α-синуклеїну, що є характерними для 
хвороби Паркінсона. Однак слід зазначити, 
що такі відкладення у формі тілець та/або 
нейритів Леві з’являються на розвинутих 

стадіях хвороби, коли загибель значної кіль-
кості ДА-нейронів стає очевидним фактом. 
Аналіз літератури вказує на те, що при си-
стемному введенні ротенону внутришньо-
клітинні α-синуклеінові депозити виявляють 
не завжди [8, 10]. 

Отже, використана модель геміпаркін-
сонізму дає змогу відтворювати у щурів сут-
тєві нейродегенеративні зміни, притаманні 
хворобі Паркінсона. Модель, яка передбачає 
стереотаксичні інфузії невеликих доз ротенону 
у зону ЧС, демонструє відсутність периферич-
ної токсичності. Вона дає змогу відтворити 
повільну та специфічну втрату ДА-нейронів 
в обмеженій ділянці ЧС (pars compacta) та 
уможливлює імітацію окремих характеристик 
ідіопатичної ХП. Цей варіант ротенонової 
моделі відтворює такі зміни лише на боці 
інфузії нейротоксину ротенону. Електронна 
мікроскопія виявила також порушення уль-
траструктури мітохондрій нейронів ЧС у зоні 
інфузії ротенону, які переважно обмежувалися 
дезорганізацією крист у цих органелах. 

Л.П. Войтенко, А.Г. Никоненко

МОДИФИКАЦИЯ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬ-
НОЙ РОТЕНОНОВОЙ МОДЕЛИ БОЛЕЗНИ 
ПАРКИНСОНА

Предложена модификация экспериментальной модели 
болезни Паркинсона, которая предполагает стереотак-
сическую инфузию раствора ротенона с помощью ори-
гинального устройства в центральную зону компактной 
части черной субстанции (ЧС) взрослых крыс линии Ви-
стар. Установлено, что через 10 сут после такой инфузии 
плотность дофаминергических (ДА) нейронов в области 
инфузии нейротоксина уменьшается почти в 6 раз, до 20,2 
± 3,2 нейронов/мм2, в сравнении с соответствующим пока-
зателем в неповрежденной контролатеральной ЧС, 119,0 
± 3,3 нейронов/мм2. Электронная микроскопия выявила 
нарушения ультраструктуры митохондрий нейронов ЧС в 
зоне инфузии, которые ограничивались главным образом  
дезорганизацией крист в этих органеллах. Отсутствие 
общей токсичности и селективность нарушений ткани 
мозга свидетельствуют о том, что предложенная модель 
адекватна и может применяться в исследованиях эффектов 
дегенерации ДА-нейронов, присущей болезни Паркинсона 
у человека.
Ключевые слова: ротенон; модель in vivo; болезнь Пар-
кинсона.
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L.P. Voitenko, A.G. Nikonenko

MODIFICATION OF EXPERIMENTAL 
ROTENONE MODEL OF PARKINSON’S 
DISEASE

A modification of experimental model of Parkinson’s disease 
is proposed presuming the stereotaxic infusion of rotenone 
solution using a special device into the cental part of substantia 
nigra (SN) pars compacta of adult Wistar rats. It was shown 
that 10 days after infusion of the neurotoxin the density 
of dopaminergic (DA) neurons in the infusion area drops 
nearly six-fold, to 20.2±3.2 neurons/mm2, with respect to 
the corresponding value in non-affected controlateral SN, 
119.0±3.3 neurons/mm2. Electron microscopy has shown 
ultrastructural impairments in mitochondria of SN neurons in the 
infusion area displayed mainly as a cristae disarray. The absence 
of overall toxicity and selectivity of the brain tissue impairments 
provide an evidence that the proposed rotenone model 
modification is adequate and can be used to study the effects of 
DA neuronal degeneration typical of Parkinson’s disease.
Keywords: rotenone; in vivo model; Parkinson’s disease.

O.O.Bogomoletz Institute of Physiology of National 
Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv
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Гошовська Ю.В.

Участь мітохондріальних роз’єднувальних білків в 
механізмах захисту міокарда від окисного стресу
Інститут фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України, Київ; pokutt@gmail.com

Роз’єднувальні білки (від англ. uncoupling proteins, UCP), що містяться у внутрішній мембрані 
мітохондрій і є конкурентами АТФ-синтази для протонів, важливі не лише у зв’язку з процесом 
термогенезу у тканинах бурого жиру. Виявлення гомологів UCP у мітохондріях кардіоміоцитів і 
демонстрація їх протонпровідних властивостей дають змогу говорити про регуляторне значення 
цих білків для мембранного потенціалу і, відповідно, для синтезу АТФ. Однак вміст UCP у кардіо-
міоцитах на два порядки менший, ніж у бурому жирі. Тому так зване „м’яке” роз’єднання окисного 
фосфорилювання, що спостерігається при активації серцевих ізоформ UCP може запобігати над-
мірній продукції активних форм кисню дихальним ланцюгом. В огляді наведені власні і літературні 
дані, що підтверджують захисну роль активації UCP в попередженні надмірної продукції активних 
форм кисню за умов окисного стресу при ішемії міокарда. Обговорюється участь UCP в ендогенних 
механізмах кардіопротекції, що викликаються ішемічним прекондиціюванням.
Ключові слова: роз’єднувальні білки, окисний стрес, міокард, ішемія, мітохондрій, прекондиціювання.
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ВСТУП

Мітохондрії – це основні органели, які про-
дукують АТФ через процес, що спряжений 
із споживанням кисню і відомий як окисне 
фосфорилювання. Створений під час дихання 
протонний градієнт може бути „розсіяний” 
завдяки активності роз’єднувальних білків 
(від англ. uncoupling proteins, UCP), які лока-
лізовані у внутрішній мембрані мітохондрій і 
регулюють функціонування електронно-тран-
спортного ланцюга [1]. Необхідність у роз’єд-
нанні окисного фосфорилювання виникає 
зокрема у разі відсутності субстрату для 
роботи АТФ-синтази, а також кисню як акцеп-
тора електронів. За таких умов є ймовірність 
утворення гідроксильного та супероксидного 
радикалів у комплексах І і ІІІ мітохондрій [2]. 
Велика кількість активних форм кисню (АФК) 
разом зі збільшенням вмісту внутрішньоміто-

хондріального Са2+ створюють умови для 
відкривання мітохондріальних пор із наступ-
ною активацією апоптозу/некрозу [3]. Саме 
з функцією запобігання надмірній продукції 
АФК і пов’язують важливе значення UCP в 
умовах розвитку окисного стресу [1,4,5]. 

Активні форми кисню як індуктори окисного 
стресу при старінні та  ішемії–реперфузії. Ін-
тенсифікація окисного метаболізму внаслідок 
надмірної продукції в клітині АФК лежить в 
основі багатьох патологій та процесу старіння. 
Термін «активні форми кисню» об’єднує всю 
різноманітність продуктів метаболізму молеку-
лярного кисню. Попередником більшості АФК 
є супероксиданіон (.О2

-), який відіграє роль ме-
діатора в оксидативних ланцюгових реакціях. 
Дисмутація .О2

- (спонтанна або за допомогою 
ферменту дисмутази) супроводжується утво-
ренням пероксиду водню (Н2О2), який у свою 
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чергу може повністю відновитися до води або 
вступити в реакцію Фентона і за наявності 
іонів заліза чи міді утворювати реактивні гід-
роксильні радикали (∙OH) [6]. 

У клітині ·О2
- може утворюватися фер-

ментативним шляхом внаслідок активності 
НАДФН-оксидази [7], цитохром-Р450-за-
лежних оксигеназ [8] і ксантиноксидази [9]. 
Основним неферментативним джерелом 
вільних радикалів кисню в клітинах є ди-
хальний ланцюг мітохондрій, який містить 
кілька редокс-центрів (флавін, FeS-кластери 
тощо), які здатні переносити один електрон 
до кисню з утворенням ·О2

-. У мітохондрі-
ях  вільні радикали синтезуються зокрема 
в комплексі І та ІІІ [2]. Вважається, що на 
продукцію АФК мітохондріями в нормі вико-
ристовується близько 2 % спожитого кисню, 
однак ця цифра може значно збільшуватися 
за патологічних умов [10]. 

Надмірна кількість АФК в клітині викли-
кає пошкодження таких клітинних структур, 
як білки, ліпіди, ДНК тощо, окиснюючи їх 
і змінюючи таким чином їхні фізичні вла-
стивості та функції.  Поряд з цим сьогодні 
ні в кого не викликає сумніву постулат про 
сигнальне значення АФК [11], оскільки їх 
продукція відбувається в нормі. Так, вони 
виступають внутрішньо- та міжклітинними 
медіаторами передачі сигналів [12,13], ак-
тивуючи тирозинкінази, мітогенактивовані 
протеїнкінази. Супероксидний радикал, пере-
кис водню та пероксинітрит, який може утво-
ритися при одночасній інтенсивній ґенерації 
супероксид-аніона і оксиду азоту (NO), регу-
люють транспорт кальцію в мітохондріях і 
збільшують його накопичення мітохондріями 
[14] тощо. Крім того, АФК опосередковують 
активацію певних транскрипційних факторів, 
зокрема АР-1 і NF-kВ, що запускають екс-
пресію певних генів [15]. Відомо також, що 
АФК є одними з медіаторів ішемічного пре-
кондиціоювання [16,17]. Однак розбалансу-
вання роботи про- та антиоксидантних систем 
призводить до того що, велика кількість АФК 
індукує пошкодження клітини і є підгрунтям 

численних захворювань, включаючи серцеву 
недостатність, діабет, неопластичні процеси, 
хворобу Альцгеймера, Паркінсона тощо. 
Саме окисний стрес лежить в основі роз-
витку ішемічної хвороби серця, гіпертензії, 
атеросклерозу, а також порушень насосної 
функції серця з віком. 

Збільшення продукції АФК супроводжу-
ється дисфункцією мітохондрій при старін-
ні. Вважається, що при цьому порушується 
функція мітохондрій серця інтерфібриляр-
ної популяції (ІФ) [18], які, на відміну від 
мітохондрій субсарколемальної популяції 
(СС), локалізовані безпосередньо між міо-
фібрилами скоротливого апарату кардіоміо-
цитів. З’ясовано, що з віком у щурів знижу-
ється чисельність популяції IФ, знижується 
швидкість окисного фосфорилювання та 
активність комплексів ІІІ і IV, збільшується 
продукція супероксидного аніона комплексом 
ІІІ, а також знижуються процеси окиснення 
жирних кислот порівняно з СС мітохондрій. 
Таким чином, дефекти окисного метаболізму 
інтерфібрилярних мітохондрій погіршують 
роботу серця при старінні. 

Ішемія міокарда є відомим пошкоджу-
вальним агентом мітохондрій не лише у 
дорослих, а й у старих тварин. Однак, на 
відміну від селективного ураження IФ по-
пуляції, при старінні ішемія індукує пошко-
дження і в мітохондріях СС фракції, а також 
посилює продукцію АФК в комплексі ІІІ 
мітохондрій і, як наслідок, інтенсифікується 
вільнорадикальне ушкодження комплексу 
IV [19]. АФК вважаються причиною інтен-
сивнішого пошкодження кардіоміоцитів 
при ішемії старіючого серця, тобто втрати 
толерантності до ішемії [18,20]. Внаслідок 
активації перекисного окиснення ліпідів 
(ПОЛ) змінюються властивості мітохон-
дріальних мембран: порушується їх ціліс-
ність, збільшується проникність для іонів 
кальцію, що призводить до накопичення 
цих іонів у матриксі мітохондрій і актива-
ції неселективних мегаканалів, відомих як 
мітохондіальні пори (МП). Ця подія може 
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мати наслідком активацію апоптозу/некрозу. 
Тому зниження продукції АФК є важливою 
мішенню запобігання розвитку окисного 
стресу та дисфункції серцево-судинної 
системи як при старінні, так і при ішемії 
міокарда. 
Роз’єднувальні білки опосередковують ме-
ханізми протонного витоку.

З цілої низки роз’єднувальних білків най-
краще вивчений UCP1 або білок бурого жиру 
термогенін, амінокислотна послідовність 
якого була повністю розшифрована у 1986 
р. [21]. Вивільнення тепла, як протонофорна 
функція термогеніну, запобігає накопиченню 
енергії у вигляді жирів [22], завдяки чому 
його фізіологічне значення пов’язують з 
регуляцією обміну речовин. Перетворення 
енергії електрохімічного протонного градієн-
та у тепло, яке відбувається за умов активації 
UCP1, лежить в основі реакцій адаптивного 
термогенезу. Особливого значення цей про-
цес набуває у тварин, що впадають у сплячку, 
оскільки вміст білка UCP1 становить 10 % від 
усіх білків мітохондріальних мембран [23]. 

У 1997 р. дві групи дослідників на чолі 
з Fleury [24] та Gimeno [25] незалежно одна 
від одної виявили та описали UCP2 – білок 
з дуже високою гомологією амінокислотної 
послідовності до UCP1. Важливою харак-
теристикою UCP2 було те, що він має зна-
чне тканинне поширення й експресується 
в нирках, печінці, підшлунковій залозі, в 
серці [4,26,27] тощо. Згодом у ссавців було 
виявлено UCP3 в скелетних м’язах [28,29] і 
у серці [30,31]. 

На молекулярному рівні функція UCP 
полягає в транспорті протонів з міжмембран-
ного простору в матрикс мітохондрій. Вважа-
ється, що UCP1 може каталізувати протонний 
витік двома способами: а) безпосредньо через 
білкову молекулу; б) транспортувати жирні 
кислоти за допомогою механізму «фліп-
флоп» [32–34]. Згідно з загальнопринятою 
моделлю, UCP виступають посередником, 
який здійснює трансмембранне перенесення 
аніонів жирних кислот. Це має принципове 

значення для їх роз’єднувальної дії, оскільки 
аніонні форми жирних кислот затримують-
ся на поверхні розділення мембрана/вода, 
орієнтуючись карбоксильною групою в бік 
води, а «жирним» хвостом – в бік ліпідів. 
Саме тому мембрани погано проникні для 
аніонів жирних кислот і легко проникні для 
їх нейтральних (протонованих) форм. На 
зовнішній ділянці внутрішньої мембрани 
мітохондрій аніони жирних кислот стають 
протонованими та повертаються в матрикс 
у нейтральній формі, переносячи при цьо-
му йони водню. Цей етап супроводжується 
зменшенням градієнта протонів, роз’єднан-
ням окисного фосфорилювання і виділенням 
тепла [35]. Таким чином, згідно з гіпотезою 
«циклічного оберту жирних кислот» або 
«фліп-флопу», жирні кислоти відіграють роль 
циклічних протонофорів. Іншою важливою 
характеристикою роз’єднання за допомогою 
жирних кислот є відсутність спеціального 
механізму для припинення роз’єднувального 
ефекту. Роз’єднання припиняється одразу ж, 
як тільки швидкість надходження жирних 
кислот в мітохондрію стане меншою за швид-
кість їх окиснення.

Здатність індукувати протоннй витік була 
продемонстрована для обох гомологів UCP1 
[36]. Виявлено, що UCP2 і UCP3 транспорту-
ють аніони жирних кислот в нуклеотидчут-
ливих реакціях [33,37]. Однак вони наявні у 
досить низьких концентраціях (близько 0,1% 
від усіх білків мітохондріальних мембран) 
і переносять протони, коли вони активова-
ні [38], тому їхній внесок у термогенез, на 
відміну від UCP1, функціонування якого 
відбувається постійно, не буде вагомим. 
Більше того, значне тканинне поширення 
UCP2 і UCP3, зокрема наявність їх у серці, 
вказує на функції, не пов’язані з утворенням 
тепла [1,34,39]. Одним з найкращих пояснень 
існування явища протонного витоку є гіпоте-
за академіка Скулачова [40] про зменшення 
продукції АФК електронно-транспортним 
ланцюгом мітохондрій і запобігання таким 
чином швидкому старінню.

Гошовська Ю.В.
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UCP запобігають надмірній продукції АФК. 
Гіпотеза про те, що UCP2 та UCP3 беруть 
участь у послабленні продукції вільних ради-
калів, дискутується, однак знаходить все біль-
ше експериментальних підтверджень. Вона 
базується на тому, що UCP здатні активува-
тися АФК або продуктами ПОЛ. Так, пози-
тивним регулятором активності UCP є супе-
роксидний аніон [35,41–43], а також продукти 
ПОЛ, наприклад 4-гідрокси-транс-2-ноненал 
[41,43], які стимулюють протонний витік. 
Супероксид вивільняє іони заліза з фер-
мента аконітази, що призводить до каскаду 
ПОЛ і утворення гідроксиноненалу, який 
ковалентно зв’язується з UCP, активуючи їх 
протонну провідність. Таким чином, UCP 
здійснють помірне роз’єднання у відповідь 
на збільшення продукції супероксиду та ін-
ших оксидантів, що спричинює зменшення 
протонрушійної сили і зниження генерації су-
пероксиду за принципом зворотного зв’язку. 
Такий захист може бути актуальним за умов 
надмірної продукції АФК при старінні, але 
ціною тόму є незначне посилення дихання, 
тобто інтенсифікація окиснення речовин і, 
як результат, збільшення споживання кисню 
мітохондріями. І дійсно, було виявлено під-
вищення експресії генів UCP2 і UCР3 в серці 
старих щурів [44]. Це дає підстави вважати, 
що UCP залучені в механізм інтенсивнішої 
протонної провідності мітохондріальних 
мембран при старінні. На користь цього 
свідчить загальновідомий факт про підви-
щення з віком концентрації жирних кислот у 
плазмі [45] і наявність даних про кореляцію 
між рівнем UCP2 і UCР3 у серці та вмістом 
жирних кислот у плазмі [46]. Активація UCР 
з віком може пояснити зростання кількості 
спожитого кисню міокардом старих тварин і 
знижений мембранний потенціал мітохондрій 
серця [44,47,48]. 

Участь UCP у запобіганні надмірної 
продукції АФК доведена експериментами з 
нокаутними тваринами. Так, вміст вільних 
радикалів кисню збільшується в мітохондрі-

ях м’язів UCP3-/- [49], первинних міоцитах 
UCP3-/- [50] і мітохондріях печінки UCP2-/- тва-
рин [51]. У нокаутних за геном UCP3 м’язо-
вих мітохондріях [42] та ниркових мітохон-
дріях UCP2-/- мишей [52] відсутня активація 
протонної провідності UCP супероксидом. З 
іншого боку, надекспресія UCP2 в ракових 
клітинах кишечника лінії HCT116 та кліти-
нах аденокарцином кишечника попереджає 
утворення АФК, пригнічує апоптоз і збіль-
шує хіміорезистентність цих клітин [53,54], 
що підтверджує їх участь у синтезі вільних 
радикалів кисню мітохондріями. 

Важливість активації UCP2 для сер-
цево-судинної системи за умов окисного 
стресу була показана на культурі судинних 
гладеньком’язових, ендотеліальних клітин 
і моноцитів [55], де надекспресія UCP2 за 
допомогою трансфекції аденовірусними 
векторами запобігала надмірній продукції 
АФК, активації NF-kВ, експресії інтегринів 
і адгезивних молекул за дії проатеросклеро-
тичних агентів (високі концентрації глюкози, 
ангіотензин ІІ, лінолева кислота). Крім того, 
зниження експресії UCP2 і UCP3 у серці ми-
шей при серцевій недостатності, індукованій 
доксорубіцином, супроводжується інтен-
сивною ґенерацією АФК [56], що вказує на 
участь UCP у регуляції окисного метаболізму 
кардіоміоцитів.

Активація UCP при  ішемії–реперфузії міо-
карда. При ішемії першими страждають такі 
киснезалежні елементи клітини, як мітохон-
дрії, тому велике значення під час реперфузії 
має швидке відновлення продукції енергії 
цими органелами. Реалізація цього завдання 
здійснюється через активацію ендогенних 
механізмів захисту клітини. Існують дані 
про кардіопротекторні ефекти часткового 
роз’єднання окисного фосфорилювання. 
Зокрема,  було показано, що СССР (карбо-
ніл цианід m-хлорофенілгідразон), FCCP 
(карбоніл цианід 4-(трифлуорометокси)фе-
нілгідразон), 2,4-динітрофенол – класичні 
протонофори, що широко використовуються 
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в експериментах для роз’єднання окисного 
фосфорилюваня, в певних, низьких концен-
траціях здійснють протекторні ефекти на 
кардіоміоцити [57–59]. Важливо, що помірне 
або так зване „м’яке” роз’єднаня полягає в 
незначному збільшенні протонного витоку, 
при якому швидкість дихання зростає, однак 
пртонрушійна сила знижується не критично, 
і синтез АТФ залишається можливим. Це ос-
новна відмінність помірного роз’єднаня від 
„повного”, при якому синтез АТФ відсутній, 
а швидкість дихання максимальна. Саме на 
цих міркуваннях і базуються уявлення про 
протекторні властивості UCP [1,4,5,32,60,51]. 
Велика кількість АФК разом з збільшенням 
внутрімітохондріального Са2+ створюють 
умови для відкривання мітохондріальних пор 
із наступною активацією апоптозу/некрозу 
[3]. Тому доцільним за цих умов вважається 
роз’єднання мітохондрій [88]. 

Відомо, що після нетривалого ішемічного 
епізоду стимулюється захисна генетична про-
грама, яка включає активацію так званих про-
текторних генів, а саме білків теплового шоку 
(від англ. heat shock proteins, HSP 27, 40, 70, 
86, 105), факторів росту (фактор росту судин, 
нейротрофний фактор), інгібітор серинових 
протеїназ з антиапоптотичним властивос-
тями (інгібітор 1 активатора плазміногену) 
тощо [61]. Після тривалої коронарооклюзії 
у серці щурів підвищується експресія ремо-
делювальних протеїнів (натрійуретичного 
пептиду, фібронектину, ламініну, фібриліну, 
колагенів І і ІІІ типу) та білків, асоційованих 
з пошкодженням (білки комплементу, адге-
зивні протеїни тощо) [62] і, ймовірно, інших 
ще не з’ясованих генів. 

У відповідь на посилену продукцію АФК 
активуються такі ферменти системи антиок-
сидантного захисту як супероксиддисмутаза 
(СОД), каталаза. Було виявлено, що актив-
ність СОД, зокрема за умов дії гіпобаричної 
гіпоксії, збільшується тільки через 6 годин, 
коли АФК вже активно генеруються, тоді як 
збільшення мРНК та білка UCP3, відбуваєть-
ся вже через 1–2 год гіпобаричної гіпоксії 

[63]. Ці дані вказують на те, що первинною 
стратегією мітохондрії в боротьбі з окисним 
стресом є інгібування продукції суперок-
сидного радикала за допомогою активації 
протонного витоку надекспресією UCP3, в 
той час як активація СОД та інших ферментів 
може бути віддаленою подією антиоксидант-
ного захисту. 

На моделі ішемії ізольованого за мето-
дом Лангендорфа серця щурів нами було 
виявлено посилення експресії генів UCP2 і 
UCP3 протягом усієї реперфузії [64]. Ці ре-
зультати корелюють з даними, отриманими 
Safari та співавт. [65] про підвищення вмісту 
білків UCP2 і UCP3 у тканинах ішемізовано-
го серця. Однак у старих тварин ішемія не 
викликала стимуляцію експресії генів UCP, 
вихідний рівень яких підвищується порівня-
но з дорослими тваринами [64]. Застосуван-
ня блокатора активності UCP геніпіну [66] 
значно посилювало реперфузійні порушення 
функції серця старих щурів [67], що наштов-
хує на думку про необхідність активації UCP 
безпосередньо під час реперфузії. 

Окремо слід розглянути питання про по-
силення екcпресії UCP за умов недостачі кис-
ню. Було показано, що генетична відсутність 
UCP3 в первинних міоцитах супроводжується 
генерацію значно більшої кількості вільних 
радикалів кисню, індукованих гіпоксією 
[68]. Це вказує на адаптаційну роль UCP3 у 
антиоксидантному захисті клітин скелетних 
м’язів. Виявлено, що киснечутливий транс-
крипційний фактор ATF-1 (від англ. activating 
transcriptional factor 1), який фосфорилюєть-
ся при гіпоксії, відіграє роль у індукованій 
гіпоксією експресії UCP3, доказом чого є зни-
ження індукції UCP3 у відповідь на гіпоксію 
при генетичному «замовчуванні» ATF-1 [68]. 
Про один зі споріднених білків до ATF-1 – 
ATF-3 (від англ. activating transcription factor 
3 або liver regeneration factor) – відомо, що 
він має важливе значення для регуляції ро-
сту, контролюючи експресію «пізніх» генів, 
тих, що беруть участь в синтезі ДНК. ATF-3 
пригнічує апоптоз, індукований доксорубі-
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цином [69], що є важливим для пом’якшення 
ішемічного ушкодження і має терапевничний 
аспект у лікуванні серцевої недостатності 
[70]. Можливо, АТF-1 виконує аналогічну 
антиапоптотичну функцію через активацію 
експресії UCP3.  

Основним механізмом, який опосередко-
вує підвищення експресії UCP при гіпоксії, 
може виступати пероксид водню, який має 
здатність посилювати зв’язування транскрип-
ційного фактора NFκΒ з відповідними ділян-
ками ДНК [71], що посилює експресію UCP2 
[72] та, можливо, UCP3 [63]. Було показано, 
що пероксид водню індукує експресію UCP2 
в моноцитах – попередниках макрофагів [73].

Таким чином, фактори, що регулюють 
експресію генів UCP, дещо різні для UCP2 
та UCP3. Спільними регуляторами для обох 
генів виступають жирні кислоти та стимули 
гіпоксичного характеру, що, ймовірно, пов’я-
зано з адаптацією клітини до дефіциту кисню 
та її антиоксидантним захистом. 

Якщо гіпоксія індукує експресію UCP, то 
можна припустити, що в цьому процесі бере 
участь інший відомий транскрипційний фак-
тор HIF-1α (від англ. hypoxia induced factor), 
який опосередковує адаптивну відповідь на 
гіпоксію, впливаючи на транскрипцію чис-
ленних індукованих гіпоксією генів. Є дані, 
які заперечують це припущення: стимуля-
ція експресії HIF-1α хлоридом кобальту не 
призводила до індукції експресії UCP3 [68], 
незважаючи на те, що ATF-1 взаємодіє з HIF-
1α і зв’язується з ним [74]. Однак автори не 
вивчали, як змінюється експресія ATF-1 під 
дією хлориду кобальту. Найімовірніше, вона 
не змінюється, а для збільшення експресії 
UCP3 потрібне одночасне підвищення як 
HIF-1α, так і ATF-1, що спостерігається за 
умов гіпоксії, тому зроблені авторами ви-
сновки варто перевірити експериментально. 

Важливою є не лише активація UCP на рів-
ні експресії генів, але й як структурно-функ-
ціонального компонента мембрани. Вивчення 
ендогенних адаптивних і кардіопротективних 
механізмів, які б допомагали серцю витри-

мати потужну пошкоджувальну дію ішемії, 
є предметом багатьох сучасних досліджень. 
За умов нестачі кисню в міокарді змінюється 
динаміка окисно-відновних процесів: на по-
чатковій стадії спостерігається універсальна 
первинна реакція мітохондрій – ефект „м’яко-
го” роз’єднання окисного фосфорилювання 
[75]. Очевидно, що в цей процес окрім інших 
механізмів задіяні й UCP. Власне, причиною 
гіршої реакції серця на ішемію –реперфузію 
на тлі введення геніпіну [67], може бути 
вимкнення механізму „м’якого” роз’єднан-
ня. Стає зрозумілим, що ініціація активності 
UCP за умов ішемії має протективне значення 
для функціонування серця. Підтверджують 
ці висновки результати, отримані Ozcan та 
співавт. [76], які виявили, що оклюзія лівої 
коронарної артерії у UCP3-/- мишей супро-
воджувалась збільшенням зони інфаркту та 
частоти аритмій удвічі, зниженням вмісту 
АТФ і збільшенням продукції АФК порівня-
но з контрольними тваринами. Аналогічні 
результати було отримано в дослідженні 
Haines та співавт. [77], де за ішемії мозку у 
нокаутних за геном UCP2 мишей збільшу-
ється зона інфаркту та продукція запальних 
цитокінів. Таким чином, UCP відіграють роль 
своєрідних оптимізаторів енергетичного ме-
таболізму і протекторів від пошкоджувальної 
дії ішемії – реперфузії. 

UCP як ефектори ішемічного прекондицію-
вання. Програма виживання клітини, ініці-
йована ішемічним прекондиціюванням (ІП), 
запускається короткими епізодами нелеталь-
них ішемій і реалізується в більшості тканин 
та органів різних видів тварин, а також у 
людини [78]. Невід’ємною ознакою прекон-
диційованих тканин є здатність мітохондрій 
ефективно відновлювати свою АТФ-синте-
зувальну функцію після тривалої ішемії, а 
також значне зниження продукції АФК під 
час реоксигенації порівняно з непреконди-
ційованими мітохондріями [79].

Регуляторна програма клітини, яка запу-
скає мітохондріальну адаптацію під час пре-

Участь мітохондріальних роз’єднувальних білків в механізмах захисту міокарда від окисного стресу



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 1 97

кондиціювання, окрім активації К+-АТФ-чут-
ливих каналів, протеїнкіназ, запобігання 
перевантаження мітохондрій кальцієм, по-
передження утворення мітохондріальних пор 
тощо, включає також модуляцію експресії 
ядерних генів, що в свою чергу впливають 
на мітохондріальні функції. Показано, що 
у прекондиційованому серці індукується 
експресія активатора РРАRγ (РРАRγ co-
activator 1α), який стимулює експресію UCP 
[80]. Відповідно, UCP можуть бути однією 
з ланок механізму прекондиціювання. І, 
дійсно, було показано, що транскрипти ге-
нів UCP2 і UCP3, а також вміст білка UCP2 
збільшувалися більш ніж удвічі під дією 
ІП серця in vivo [81]. Цей ефект відмінявся 
попереднім введенням антиоксиданта та ан-
тагоніста ІП – 2-меркаптопропіонілгліцину. 
З’ясувалося, що трьох циклів ішемій (5 хв) і 
реперфузій (5 хв) – класичної схеми ІП для 
моделі ізольованого серця – достатньо, щоб 
ініціювати збільшення експресії генів UCP2 
і UCP3 у тканинах серця дорослих щурів 
[82]. Крім того кардіопротекторний ефект 
ішемічного прекондиціювання не спостері-
гається у нокаутних за геном UCP3 мишей 
[76]. Наразі, лише в кількох дослідженнях 
показано збільшення експресії генів UCP за 
умов ішемічного прекондиціювання і зв’язку 
цієї події з протекцією, а саме було виявлено 
збільшення вмісту мРНК UCP2 в мозку після 
ІП [83]. Liu та співав. [84] показали одночас-
не збільшення експресії гена і білка UCP2 в 
серіях дослідів з ішемією–реперфузією, ІП 
і ІП+ішемією–реперфузією. Отримані нами 
результати про стимуляцію експресії генів 
UCP2 і UCP3 за умов ІП [82] є практично 
ідентичними до даних Liu та співавт. [84], з 
тією різницею, що вони стосуються тканин 
серця, а не мозку. Можливо, цей механізм має 
місце і в інших тканинах, для яких описано 
ефективність реалізації протоекторної дії 
ішемічного прекондиціювання.

На важливість активації UCP під час 
аноксії вказує той факт, що виживання клітин 
у культурі Н9с2 повністю нівелювалося при 

заглушенні експресії гена UCP2 і частково 
UCP3 за допомогою інтерферуючих РНК, що 
було асоційоване зі збільшенням продукції 
АФК при реоксигенації. Ці дані підтверджу-
ються й іншими дослідженнями, що свідчать 
на користь участі UCP у реалізації зокрема 
нейропротекторної дії ІП [84,85]. Більше 
того, з посиленням експресії білка UCP2 in 
vivo пов’язують не тільки нейропротекторний 
ефект ІП, але й захисний вплив греліну – ен-
догенного пептиду, який має антиапоптотичні 
властивості [84]. 

Про безпосередню участь UCP у механіз-
мах ІП повідомляють Nadtochiy та співавт. 
[86]. Дослідження протонної провідності 
мітохондріальних мембран показали, що при 
реалізації кардіопротекторної дії ІП на мо-
делі ізольованого серця двократно збільшу-
ється протонний витік, а ішемія – реперфузія 
підвищувала цей показник у чотири рази 
[87]. При цьому за умов ІП протонний витік 
повністю блокувався гуанідиндифосфатом 
(інгібітором UCP), а за умов ішемії – репер-
фузії – карбоксиатрактилозидом (інгібітором 
аденіннуклеотидтранслокази), циклоспо-
рином А або сангліфегрином (класичними 
інгібіторами мітохондріальних пор). 

Таким чином, дані літератури доводять 
важливу роль UCP в кардіопротекторних 
ефектах ІП і вказують на те, що ці білки 
можуть бути одними з кінцевих ефекторів 
програми виживання клітини та адаптації 
до ішемії.

Отже, UCP – одна з ланок ендогенних 
механізмів адаптації міокарда до ішемії, що 
активуються в клітині для запобігання руй-
нівних наслідків окисного стресу. Помірне 
роз’єднання окисного фосфорилювання, що 
опосередковується UCP, може знизити про-
дукцію АФК дихальним ланцюгом, забезпе-
чити швидке відновлення енергопродукуючої 
функції мітохондрій уже в ранній постіше-
мічний період і значно збільшити відсоток 
кардіоміоцитів, що вижили, і, відповідно, 
сприяти швидкому відновленню функції 
міокарда. При цьому показано захисну роль 
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UCP в умовах окисного стресу, зокрема в 
експериментах з використанням нокаутних 
тварин. Про належність UCP до протекторної 
програми клітини свідчить їх участь у реалі-
зації ефектів ішемічного прекондиціювання. 
Однак наявність у серці двох ізоформ UCP 
вказує на певну дивергентність їх функціо-
нального навантаження, що потребує подаль-
ших досліджень в галузі регуляції дихання 
мітохондрій, жирового обміну і кальцієвого 
гомеостазу клітини. 

Ю.В. Гошовская

УЧАСТИЕ МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ  
РОЗОБЩАЮЩИХ БЕЛКОВ (UCP)  
В МЕХАНИЗМАХ ЗАЩИТЫ МИОКАРДА 
ОТ ОКИСЛИТИЛЬНОГО СТРЕСА

Разобщающие белки (от англ. uncoupling proteins, UCP), 
содержащиеся во внутренней мембране митохондрий и 
являющиеся конкурентами АТФ-синтазы для протонов, 
привлекают к себе внимание не только в связи с процессом 
термогенеза в тканях бурого жира. Выявление гомологов 
UCP в митохондриях кардиомиоцитов и демонстрация их 
протонпроводящих свойств позволяют говорить о регуля-
торном значении этих белков для мембранного потенциала 
и , соответственно, для синтеза АТФ. Однако, содержание 
UCP в кардиомиоцитах на два порядка меньше, чем в бу-
ром жире. Поэтому так называемое «мягкое» разобщение 
окислительного фосфорилирования, что наблюдается при 
активации сердечных изоформ UCP, может предотвра-
щать чрезмерную продукцию активных форм кислорода 
в митохондриях. В обзоре приведены собственные и 
литературные данные, подтверждающие защитную роль 
активации UCP в предупреждении избыточной продукции 
активных форм кислорода в условиях окислительного 
стресса при ишемии миокарда. Обсуждается участие UCP 
в эндогенных механизмах кардиопротекции, вызываемых 
ишемическим прекондиционированием.
Ключевые слова: разобщающающие белки; окислитель-
ный стресс; миокард; ишемия; митохондрий; преконди-
ционирование.

Iu.V. Hoshovs’ka

THE ROLE OF UNCOUPLING PROTEINS 
IN MECHANISMS OF PROTECTION FROM 
OXIDATIVE STRESS

Uncoupling proteins, UCPs, are located in the inner 
mitochondrial membrane and catalize proton leak across the 
inner mitochondrial membrane. While UCP1 from brown 
adipose tissue (BAT) dissipates energy of proton gradient 

as heat mediating process of thermogenesis, the function of 
cardiac isoforms of UCPs is still debated. Since the content 
of UCPs in heart tissue is much lesser then in BAT mild 
uncoupling of respiratory chain by UCPs might regulate 
membrane potential of cardiac mitochondria, preventing 
excessive production of reactive oxygen species. The review 
is focused on own and literature evidences suggesting the 
protective role of UCPs activation from oxidative stress under 
ischemia-reperfusion conditions and aging. Participation of 
UCPs in endogenous mechanisms of cardioprotection induced 
by ischemic preconditioning is discussed.
Key words: uncoupling proteins; oxidative stress; ischemia; 
mitochondria; preconditioning
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Ендотеліальний моноцитактивуючий поліпептид-ІІ: 
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Ендотеліальний моноцитактивуючий поліпептид-ІІ (ЕМАР-ІІ) – це мультифункціональний 
поліпептид з прозапальною та антиангіогенезною активністю. EMAP-II викликає прокоагулянтні 
зміни на поверхні ендотеліальних клітин, посилює експресію Е-, Р-селектину та туморнекротичного 
фактора α, впливає на міграцію моноцитів і нейтрофілів, а також індукує апоптоз в ендотеліальних 
клітинах. У цьому огляді представлені історія відкриття, структурні модулі, функціональні домени, 
біологічні властивості та функції цього поліпептиду. Описані механізми прозапальної дії та впливу 
на ендотеліальні клітини, протипухлинні властивості, патогенетичне значення при захворюваннях 
ЦНС, участь у розвитку легень під час ембріогенезу та патогенетичне значення при захворюваннях 
легень, у розвитку серцево-судинних уражень. 
Ключові слова: ендотеліальний моноцитактивуючий поліпептид-ІІ; ендотеліальна дисфункція.

Ендотеліальний моноцитактивуючий полі-
пеп тид-ІІ (ЕМАР-ІІ) був виділений у 1992 р. як 
пухлинний медіатор, що здатен опо се ред-
ковано, через туморнекротичний фактор 
(TNF-α), посилювати вплив тканинного 
фак тора (TF) на ендотеліальні клітини, мо-
ду лювати коагуляцію, хемотаксис моноцитів 
і гранулоцитів, викликати запалення в місці 
ін’єкції [1].

Структурні модулі та функціональні до мени. 
Попередник цього поліпептиду – проЕМАР 
[2]. Ген ЕМАР-II людини зна ходится на 
хромосомі 4q24 і охоплює близько 31,2 кб.

У 1997 р. виявлено, що р43 – це додатковий 
компонент мультиферментного комплексу 
РНК-синтаз, гомологічний попереднику 
ЕМАР-ІІ – проЕМАР [3]. На основі цього 
відкриття попередник ЕМАР-ІІ був наз ва-
ний проЕМАР/р43. Те, що р43 та проЕМАР 
фактично є одним і тим самим протеїном, 
дало змогу пояснити яким чином EMAP-II 
поєднує властивості цитокіну та здатність 
впливати на трансляцію білка. Структурний 

аналіз встановив, що проЕМАР/р43 зай має 
центральну позицію в структурі мульти-
ферментного комплексу РНК-синтаз[4]. 
Тирозил-тРНК-синтаза людини (HsTyrRS) 
складається з двох структурних модулів: ка-
талітичний N-кінцевий модуль відповідає за 
індукцію міграції моноцитів та лейкоцитів, 
запальну відповідь і зв’язування з білками, 
що виділяють моноцити, та ЕМАР-II-подіб-
ний С-кінцевий домен [5]. Відсутність 
активності цитокінового компонента в 
HsTyrRS пояснюється взаємодією N- та 
С-модулів, які формують водневі зв’язки 
[6]. Етіологія конкретних захворювань 
(рак, нейрональна й аутоімунна патологія, 
метаболічні порушення) пов’язана з конк-
ретними аміноацил-тРНК-синтазами. Вико-
ристання моноклональних антитіл, специфіч-
них для каталітичного N-кінцевого модуля 
і ЕМАР-II-подібного С-кінцевого домену 
HsTyrRS, може бути корисним інструментом 
у вивченні різних аспектів функції і клітин-
ної ло ка лізації HsTyrRS [7].

EMAP-ІІ-подібний С-кінцевий фрагмент 
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аміноацил-тРНК-синтази, який має власти-
вості прозапального цитокіну не здатен 
зв’я зуватися з CD23 і активувати ERK1/2 
на відміну від аміноацил-т-РНК-синтаза 
взаємодіючого мультифункціонального 
протеїну 1 (AIMP1/р43). Тому виявлення 
CD23 не тільки пояснює запальну функцію 
AIMP1/р43, але й дає змогу відрізнити 
механізм дії AIMP1/43 від його С-кінце-
вого домену EMAP-II [8]. ПроEMAP/p43 
експресується практично в усіх тканинах і 
може розглядатися як маркер для синтезу 
білка [9]. Рівень експресії proEMAP/p43 
підвищується в ділянках апоптозу та ремо-
делювання тканин.

Описані домени в структурі ЕМАР-
ІІ: ділянка, що впливає на проліферацію 
фібробластів відповідає 6-46 амінокислоті, 
а зона, що регулює апоптоз ендотеліальних 
клітин – 101-114 амінокислоті [3, 10]. Ши-
рокий регіон протеїну впливає на міг рацію 
ендотеліальних клітин (114-192 аміно кис-
лоти). ЕМАР-ІІ також містить два осередки, 
що зв’язують гепарин, які розташовані в 
готовому протеїні (217-268 амінокислоти). 
Ці осередки, як було продемонстровано в 
дослідженнях, і зумовлюють антиангіогенез-
ну активність ЕМАР-ІІ в кислому середовищі 
[11].

Вплив на ендотеліальні клітини. В ендо-
теліальних клітинах під прямим впливом 
ЕМАР-ІІ підвищується вміст кальцію за 
рахунок перерозподілу з внутрішньоклітин-
них депо. Паралельно з цим посилюються 
виділення антигена фактора Вілебранта та 
експресія Р-селектину на поверхні клітин 
[12]. Таким чином, ЕМАР-ІІ може швидко 
активувати ендотеліальні клітини, сприяючи 
адгезії лейкоцитів через посилення експресії 
Р-селектину. 

Залежно від дози, рекомбінантний ЕМАР-
ІІ активує тканинний фактор в ендотеліальних 
клі тинах. Такі стимулятори тканинного 
фактора, як інтерлейкін-1, TNF-α, ліпополіса-
харид також викликають адгезію лейкоцитів 

через експресію молекули Е-селектину [13]. 
Посилення експресії антигенів Е-селектину 
в ендотеліальних клітинах було продемон-
стровано і під прямим впливом ЕМАР-ІІ. 
Результати цих досліджень показують два 
механізми, що пересікаються, через які 
ЕМАР-ІІ потенційно модулює адгезію лей-
коцитів та ендотеліальних клітин: швидка 
транслокація Р-селектина на поверхні кліти-
ни з наступною індукцією Е-селектина.

Механізми прозапальної дії. Інкубація лей-
коцитів з рекомбінантною ЕМАР-ІІ викликає 
їх міграцію шляхом хемотаксису, тобто 
руху під впливом градієнта концентрації. 
При взаємодії ЕМАР-ІІ з периферичною 
кров’ю людини, збагаченою моноцитами, 
виділяються антигени TNF-α та інтерлейкіну-8 
через посилення транскрипції [14]. Ці дос-
лідження in vitro підтверджуються про-
запальним впливом ін’єкцій ЕМАР-ІІ in vivo 
[1]. Вплив на моноцити та ендотеліальні 
клітини було проаналізовано більш детально 
для виявлення всіх молекулярних чинників 
цього процесу.

Як вже згадувалось раніше, ЕМАР-ІІ 
може викликати хемотаксис лейкоцитів та 
макрофагів. У ділянках апоптозу в нирках, 
що виникли внаслідок ішемії, разом із 
запальною лейкоцитарною інфільтрацією 
спостерігався високий рівень експресії  
ЕМАР-ІІ. З пригніченням апоптозу, інтенсив-
ність запалення також зменшується [15]. 
В іншому дослідженні показано, що при 
первинній увеальній меланомі акумуляція 
макрофагів спостерігається в ділянках висо-
кої експресії ЕМАР-ІІ [16]. 

Також продемонстровано, що ЕМАР-ІІ, 
який синтезується в солідних пухлинах, що 
ростуть, викликає апоптоз лімфоцитів, тим 
самим проявляє імуносупресивну дію [17]. 

Прозапальна дія проЕМАР/р43 здійс-
нюється через вплив на TNF-α [10]. В основі 
впливу ЕМАР-ІІ на чутливість до TNF-α 
лежить регуляція експресії м-РНК рецептора 1 
R-1 TNF-α [18].
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Протипухлинні властивості. Підсилення 
терапевтичного ефекту TNF-α за допомогою 
ЕМАР-ІІ дало змогу розширити можливості 
протипухлинного лікування [19]. Вну-
трішньопухлинні ін’єкції ЕМАР-ІІ при 
фібросаркомі (Meth A) у мишей викликають 
тромбогеморагічні зміни, що зумовлені 
TNF-α, а при карциномі молочної зало-
зи (МС-2) – підвищують чутливість до 
системного лікування TNF-α [13]. Такі самі 
явища спостерігаються і при меланомі (В16) 
у мишей, і при фібросаркомі (НТ-1080) у 
людей [20]. За умов підвищеної експресії 
проЕМАР/р43 та ЕМАР-ІІ стійка до TNF-α 
людська меланома (Рmel), ставала чутливою 
до його системних ін’єкцій [21]. Високі дози 
EMAP-II можуть сенсибілізувати судинну 
сітку пухлини до руйнівного впливу високих 
доз TNF-α [22]. TNF-α використовується у 
пацієнтів з саркомою та меланомою [23]. В 
недавніх дослідженнях встановлена кореля-
ція між чутливістю до ізольованих локальних 
інфузій TNF-α та експресією ЕМАР-ІІ [24]. 

В інших дослідженнях не було кореляції 
між експресією м-РНК EMAP-II та результа-
том лікування TNF-α та хіміотерапії пацієнтів 
з гліомами. Хоча у пацієнтів з високим рівнем 
експресії ЕМАР-ІІ спостерігалося більш 
повільне прогресування пухлини та довша 
тривалість життя [25]. ЕМАР-ІІ здатний 
впливати на ріст первинних і метастатичних 
карцином молочної залози у мишей [5] та 
гліом у щурів [26]. EMAP-II є ефективним 
протираковим засобом у терапії гліобластоми, 
що може викликати пряме пригнічення росту 
гліобластомних стовбурових клітинах через 
дефект аутофагії [27]. 

Комбінована терапія ЕМАР-ІІ та флута-
мідом пригнічує ріст андрогензалежного 
раку простати на 85% і більш ефективна 
порівняно з монотерапією [28-30]. ЕМАР-ІІ 
здатний підсилити комбіноване лікування 
аденокарциноми панкреатичних протоків 
[31, 32]. Антиметастатичний вплив кіс-
пептину може бути опосередкований його 
дією на експресію ЕМАР-II в тканинах раку 

товстої кишки [33]. ЕМАР-II-індуковане 
посилення проникності бар’єра кров/пух-
лина та ослаблення щільності зв’язків між 
ендотеліальними клітинами головного моз ку 
пов’язане зі зв’язуванням α-АТФ-синтази, 
активацією протеїнкінази С та кавеолін 
опосередкованими механізмами [34-36]. 
Вміст ЕМАР-ІІ достовірно вищий у хворих 
з немілкоклітинним раком легень, що потен-
ційно матиме прогностичне значення [37].

ЕМАР-ІІ сприяє підвищенню чутливості 
ендотеліальних клітин до апоптозу шляхом 
полегшення сприйняття сигналу через R-1 
TNF-α та мобілізацію R-1 TNF-α асоційованого 
домену [38]. Вважають, що протипухлинна дія 
ЕМАР-ІІ зумовлена впливом на ангіогенез та 
здатністю викликати апоптоз ендотеліальних 
клітин, що ростуть [18]. Антиангіогенезні 
властивості ЕМАР-ІІ вивчались в численних 
дослідженнях. При карциномах молочної 
залози попереднє застосування ЕМАР-ІІ 
підвищувало чутливість до фотодинамічної 
терапії, що пов’язано з пригніченням експресії 
васкуло-ендотеліального фактора росту 
(VEGF) [39]. Інгібування VEGF-сигналінгу 
є одним з можливих антиангіогенезних 
механізмів EMAP-II, що може пояснити in vivo 
його протипухлинну активність та окреслити 
терапевтичні стратегії для підвищення анти-
VEGF-терапії для пригнічення росту пухлини 
[40].

Досліджували інший молекулярний ме-
ханізм антиангіогенезного впливу ЕМАР-
ІІ на ендотеліальні клітини. Показано, що 
ЕМАР-ІІ зв’язується з α-5-β-1-рецептором 
інтегрину. Під дією гіпоксії в результа-
ті цієї взаємодії посилюється деградація 
індукованого гіпоксією фактора 1-α (HIF-
1), який опосередковує проростання ен-
дотеліальних клітин. В свою чергу, HIF-1 
відіграє важливу роль в ангіогенезі через 
активацію численних факторів росту. Таким 
чином, антиангіогенезна активність ЕМАР-ІІ 
зумовлена здатністю пригнічувати HIF-1 [41].

Антиангіогенезні властивості описані 
також і для проЕМАР/р43. Вони двофазні 
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та дозозалежні: низькі концентрації мають 
проангіогенезні якості, тоді як високі концен-
трації – антиангіогенезні [42]. Це властиво 
і для інших цитокінів, таких як TNF-α [43].

Патогенетичне значення при захворюваннях 
ЦНС.  Поряд з протипухлинними влас-
ти  востями ЕМАР-ІІ, повідомляють про 
його участь у багатьох захворюваннях та 
ураженнях головного мозку. Найбільш 
специфічною є взаємодія ЕМАР-ІІ з макро-
фагами при багатьох аутоімунних запальних 
захворюваннях, ушкодженнях спінальної 
хорди, гіпокампа, вірусних та травматичних 
ушкодженнях нервової системи [44]. На осно-
ві цих спостережень було зроблено висновок, 
що ЕМАР-ІІ – маркер мікрогліальних клітин 
при даній патології [45]. ЕМАР-ІІ асоцію-
ється з активацією мікроглія/макрофаги при 
враженні ЦНС та може запускати каскад 
запалення та вторинного пошкодження мозку 
[46].

Дослідження вказують на значне підви-
щення вмісту р43/про-ЕМАР-ІІ в тканинах 
головного мозку, спинно-мозковій рідині та 
плазмі при гострій черепно-мозковій травмі 
та зниження при ішемічному ураженні в 
результаті оклюзії середньо-мозкової артерії 
в порівнянні з контрольними зразками, що 
може мати значення в диференціальній 
діагностиці та лікуванні різних захворювань 
головного мозку [46]. Вивчали також ранню 
просторово-часову експресію ЕМАР-ІІ при 
ушкодженні головного мозку типу ішемія-ре-
перфузія. Накопичення ЕМАР-ІІ-позитивних 
клітин спостерігалося вже в першу добу 
після реперфузії та постійно збільшувалося 
в зоні ураження та сусідніх ділянках. Та-
ким чином, значне внутрішньоклітинне 
накопичення ЕМАР-ІІ в ділянках ішемічного 
ушкодження головного мозку може сприяти 
патофізіологічним наслідкам церебральної 
ішемії [47].

Участь у розвитку легень під час ембріо-
генезу та патогенетичне значення при 

захворюваннях легень. Виявлено також, що 
проЕМАР/р43 та ЕМАР-ІІ бере участь у 
розвитку легень. Ця пов’язано зі впливом 
ЕМАР-ІІ на неоваскуляризацію під час 
ембріогенезу [48]. Його експресія підвищується 
при експериментальному гострому запаленні 
легень, що викликане ліпополісахаридом, а 
інтратрахеальна інсталяція ЕМАР-ІІ приз-
водить до міграції моноцитів, лейкоцитів 
і макрофагів без стимуляції експресії ін-
тер лейкіну-1 β та моноцит-активуючого 
протеїну-2 [49]. Надмірна експресія ЕМАР-ІІ 
в легенях спричиняє спрощення альвеолярних 
структур, апоптоз альвеолярних клітин, 
накопичення макрофагів. Крім того, вміст 
ЕМАР-ІІ значно підвищений при емфіземі, 
що індукована тютюновим димом, а нейтра-
лізація ЕМАР-ІІ антитілами призводить до 
зменшення запалення, апоптозу альвеолярних 
клітин, структурних змін в альвеолах, 
нижніх дихальних шляхах, покращення 
функції легень. Механізми, що лежать в 
основі, пов’язані з каспазою-3 [50, 51]. Ці 
результати можуть мати клінічне значен-
ня, оскільки вміст ЕМАР-ІІ підвищений як 
у екс-курців, так і у хворих з хронічними 
неспецифічними захворюваннями легень, які 
можуть бути мішенню для терапії нейтра-
лізуючими антитілами. Інше дослідження 
вказує на можливу роль ЕМАР-ІІ у роз-
витку альвеолярної дисплазії, блокуючи 
диференціацію альвеолярних клітин типу І в 
тип ІІ, через посилення клітинного апоптозу та 
пригнічення експресії маркерів альвеолярних 
клітин типу І [14, 52]. ВІЛ-інфекція призводить 
до втрати ендотеліальних клітин, що сприяє 
формуванню легеневої емфіземи, незалежно, 
але сінергістично з курінням через вплив 
ЕМАР-ІІ на апоптоз альвеолярних клітин [53]. 
Саме по собі тютюнопаління здатне активу-
вати прозапальний ЕМАР-ІІ, ІР-10 та СХСR3, 
провокувати каскад клітинних смертей, що 
викликає пошкодження альвеолярної тканини 
та розвиток емфіземи [51]. 

Антиангіогенезні властивості ЕМАР-
ІІ також проявляються при стромальному 
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кератиті. Через антиангіогенезну активність, 
а саме здатність викликати апоптоз ендоте-
ліальних клітин, пригнічувати запальний 
процес та інфікування ЕМАР-ІІ призводить 
до зменшення проявів кератиту [54]. 

Участь у розвитку інших захворювань. 
Дослідження вказують на підвищення вмісту 
ЕМАР-ІІ та експресії м-РНК у сироватці 
крові пацієнтів після пересадки рогівки, що 
може свідчити про можливий вплив ЕМАР-ІІ 
на апоптоз ендотеліальних клітин рогівки та 
її відторгнення після трансплантації [55]. Цей 
пептид відіграє важливу роль у дисфункції 
ендотеліальніх клітин, що розвивається при 
реакції трансплантат проти хазяїна після 
алогенної трансплантації стовбурових клітин 
[56].

Слід зазначити, що вміст EMAP-II та 
проЕМАР/р43 підвищується під час вагітності, 
хоча це не пов’язано з ендотеліальною 
активацією під час прееклампсії [57]. Після 
вагітності та під час менструального ци-
клу спостерігалося періодичне підвищення 
експресії ЕМАР-ІІ, при цьому простагландин 
Е2 пригнічує експресію гена, що кодує білок 
proEMAP/p43 [58].

Вміст ЕМАР-ІІ значно знижений при 
дифузному та розповсюдженому перитоніті 
[59]. Його експресія посилена in vivo при 
стоматологічному періодонтиті, викликає 
міграцію лейкоцитів і моноцитів, а також 
посилює експресію таких молекул, як ко-
лоній-стимулювальний фактор-1 та моно-
цитактивуючий протеїн-1, що може мати 
негативний вплив та призводити до видалення 
зуба [60].

Патогенетичне значення у розвитку сер цево-
судинних уражень. Як відомо, апоп тоз – клю-
чова ознака сформованої атеросклеротичної 
бляшки, а цитокіни, що виділяють апоптотич-
ні клітини відіграють ключову роль у міграції 
фагоцитів та видаленні продуктів апоптозу. 
Тому досліджувалася роль р43 в розвитку 
апоптозу, запалення та прогресуванні атеро-

склеротичної бляшки. Виявлене підвищення 
виділення p43 в атеросклеротичній бляшці 
було пов’язано з підвищеною експресією 
білка. Він викликає активацію TNF-α, інтер-
лейкіну-1 β, інтерлейкіну-8, запальних білків 
макрофагів, а також ендотеліальних клітин 
з посиленням синтезу Е-селектину, ІСАМ, 
VСАМ, TF[61].

Показано, що ЕМАР-ІІ опосередковує 
протизапальну та антипроліферативну дію 
рапаміцину при ушкодженні ендотелію судин 
та при утворенні неоінтимальних формацій 
після васкулярних уражень in vivo [62-64]. 

У дослідженнях з використанням інгібі-
торів ангіогенезу було виявлено можливі 
мішені для ЕМАР-ІІ в ендотеліальних клі-
ти нах – це протеїни, що беруть участь у 
перетвореннях актину [65]. В основі здат-
ності цього пептиду викликати апоптоз 
ендотеліальних клітин лежить пригнічення 
їх адгезії та розповсюдження фібронектину 
через прямий вплив на зв’язок ЕМАР-ІІ та 
інтегрину [66]. Встановлено, що наявність 
EMAP II в безсироватковому середовищі для 
зростання збільшує рівень експресії ферменту 
о6-метилгуанін-ДНК метилтрансферази 
в клітинах людини in vitro [67]. Висока 
внутрішньоклітинна концентрація EMAP 
II пригнічує проліферацію клітин епітелію 
та фібробластів. Крім того, він зв’язує і 
фосфорилює Cdk1. Позаклітинний EMAP 
II індукує апоптоз ендотеліальних клітин, а 
надлишок його внутрішньоклітинного вмісту 
полегшує міграцію епітеліальних клітин та 
фібробластів. Таким чином, ЕМАР II має 
специфічні внутрішньоклітинні ефекти, 
що протилежні до позаклітинних впливів, 
які проявляються під час ембріонального 
розвитку і прогресування захворювань 
легень[68]. 

Індуковане гіпоксією підвищення вмісту 
ЕМАР-ІІ проявляє дозозалежний вплив на 
міграцію ендотеліальних прогеніторних 
клітин і поповнення ними зон ішемії [69]. 
Так, він впливає на процес реваскуляризації 
та відновлення тканини міокарда при інфаркті 
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міокарда. Вихідна експресія ЕМАР-ІІ в неуш-
кодженому міокарді мінімальна та переважно 
локалізується в периваскулярній стромі. 
Через 6 год після розвитку інфаркту міокарда 
його експресія послідовно підвищується в 
ділянці запальної клітинної інфільтрації та 
зберігається протягом одного тижня. Через 
6 тиж експресія ЕМАР-ІІ підвищується в 
фібробластах, що локалізуються в аваску-
лярному сполучнотканинному рубці та 
сприяє реваскуляризації зони ушкодження 
[70].

Вважають, що вазодилатація, яка відбу-
вається під час ЕМАР-ІІ-індукованого запа-
лен ня, пов’язана з оксидом азоту. Це було 
продемонстровано на легеневих артеріях. 
Поліпептид викликає дилатацію легеневої 
артерії. ЕМАР-ІІ-опосередкована вазодилатація 
ендотелійзалежна. ЕМАР II активує експресію 
INOS мРНК у легеневій артерії. При блокаді 
оксиду азоту L-NAME – інгібітором NO-
синтази, ЕМАР-ІІ-індукована вазодилатація 
послаблювалася [71]. 

Враховуючи патогенетичне значення 
ЕМАР-ІІ при деяких захворюваннях, були 
розроблені моноклональні антитіла, здатні 
як виявляти різні форми цього пептиду, так 
і нейтралізувати його дію, спрямовану на 
міграцію моноцитів у периферичній крові 
людини, ЕМАР-ІІ-індукований апоптоз 
клітин [72, 73]. 

Таким чином, різноманітність функ-
цій, властивостей та патогенетичних меха-
нізмів, в яких задіяний ЕМАР-ІІ, а саме 
механізми впливу на ендотеліальні клітини, 
прозапальна дія, протипухлинні властивості, 
патогенетичне значення при захворюваннях 
ЦНС, захворюваннях легень, участь у роз витку 
легень під час ембріогенезу, у формуванні 
серцево-судинних уражень дають можли-
вість його широкого використання в майбут-
ньому.

Отже, різноманітність властивостей 
ЕМАР-ІІ вказує на те, що цей поліпептид 
відіграє важливу роль у функціонуванні 
клітин. Насамперед це протипухлинні влас-

ти вості ЕМАР-ІІ, що пов’язані з туморнекро-
тичним фактором α, які використовуються 
при лікуванні солідних та метастатичних 
пухлин. 

Визначення ЕМАР-ІІ при захворюван-
нях головного мозку та інших ураженнях 
ЦНС може бути діагностичним маркером 
для диференційною діагностики та прогно-
зування перебігу хвороби. Привертає увагу 
участь ЕМАР-ІІ у ембріогенезі легень та 
патогенетичне значення у розвитку легеневої 
патології 

Цікаві також відомості про молекулярні 
механізми можливої участі ЕМАР-ІІ у атеро-
генезі та розвитку ендотеліальної дисфункції 
через вплив ЕМАР-ІІ на ендотеліальні кліти-
ни, прозапальну дію, підвищення експресії 
Р- та Е-селектину, фібронектину, адгезивних 
молекул, посилення ендотелійзалежної ди-
латації. 

Таким чином, описані властивості ЕМАР-
ІІ мають клінічне значення та дають мож-
ливість розробки нових механізмів впливу 
при вказаній патології, а саме можуть бути 
мішенню для терапії нейтралізуючими ан-
титілами.

Л.А.Могильницкая

ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫЙ МОНОЦИТАКТИВИ-
РУЮЩИЙ ПОЛИПЕПТИД-ІІ: СВОЙСТВА, 
ФУНКЦИИ, ПАТОГЕНЕТИЧЕСКОЕ  
ЗНАЧЕНИЕ 

Эндотелиальный моноцитактивирующий полипептид- ІІ 
– это мультифункциональный полипептид с провоспа-
лительной и антиангиогенезной активностью. EMAP-II 
вызывает прокоагулянтные изменения на поверхности 
эндотелиальных клеток, усиливает экспрессию Е, Р-
селектина и туморнекротический фактора α, влияет на 
миграцию моноцитов и нейтрофилов. Этот полипептид 
индуцирует апоптоз в эндотелиальных клетках. В данном 
обзоре представлены история открытия, структурные мо-
дули, функциональные домены, биологические свойства 
и функции ЕМАР-II. Описаны механизмы воздействия на 
эндотелиальные клетки, провоспалительного действия, 
противоопухолевые свойства, патогенетическое значение 
при заболеваниях ЦНС, участие в развитии легких при 
эмбриогенезе и патогенетическое значение при заболева-
ниях легких, в развитии сердечнососудистых поражений.

Л.А.Могильницька
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Ключевые слова: эндотелиальный моноцитактивирующий 
полипептид-ІІ, эндотелиальная дисфункция.

L.A.Mogylnytska

ENDOTHELIAL MONOCYTE-ACTIVATING 
POLYPEPTIDE-II: PROPERTIES, 
FUNCTIONS, AND PATHOGENETIC 
SIGNIFICANCE

Endothelial dysfunction is implicated in the pathogenesis of 
diabetes and atherosclerosis. Endothelial monocyte-activating 
polypeptide-II (EMAP-II) is a multi functional polypeptide 
with proinflammatory and anti angiogenic activity. EMAP-II 
induces procoagulant activity on the surface of endothelial 
cells, increases expression of E- and P-selectins and tumor 
necrosis factor-1, directs migration of monocytes and 
neutrophils, induces apoptosis in endothelial cells. The 
mechanisms of effects on endothelial cells, inflammatory 
action, anti-tumor properties, pathogenic role in diseases of 
the central nervous system involved in the development of the 
lungs during embryogenesis and pathogenic role in diseases 
of the lungs, in the development of cardiovascular disease.
Key words: EMAP-II, endothelial dysfunction.
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