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Glycolysis and glutaminolysis as well as endoplasmic reticulum stress are required for tumor progression 
suggests through regulation of the cell cycle. Inhibition of ERN1/IRE1 (endoplasmic reticulum to nucleus 
signaling 1/inositol requiring enzyme 1), a central mediator of endoplasmic reticulum stress, significantly 
suppresses glioma cell proliferation and tumor growth as well as modifies sensitivity gene expressions to 
glucose and glutamine deprivation. We have studied the expression of genes encoded transcription factors 
such as E2F8 (E2F transcription factor 8), EPAS1 (endothelial PAS domain protein 1), HOXC6 (homeo-
box C6), TBX3 (T-box 3), TBX2 (T-box 2), GTF2F2 (general transcription factor IIF), GTF2B (general 
transcription factor IIB), MAZ (MYC-associated zinc finger protein, purine-binding transcription factor), 
SNAI2 (snail family zinc finger 2), TCF3 (transcription factor 3), and TCF8/ZEB1 (zinc finger E-box 
binding homeobox 1)in U87 glioma cells upon glucose and glutamine deprivation in relation to inhibition 
of IRE1.We demonstrated that glutamine deprivation leads to up-regulation of the expression of EPAS1, 
TBX3, GTF2B, and MAZ genes and down-regulation of E2F8, GTF2F2, TCF8, and TBX2 genes in control 
glioma cells.At the same time, glucose deprivation enhances the expression of EPAS1 and GTF2B genes 
and decreases of E2F8, HOXC6, TCF3, and TBX2 genes in these glioma cells. Inhibition of IRE1 by 
dnIRE1 significantly modifies the expression most of studied genes with different magnitude. Present study 
demonstrates that fine-tuning of the expression of proliferation related transcription factor genes depends 
upon glucose and glutamine deprivation in IRE1-dependent manner and possibly contributes to slower 
tumor growth after inhibition of IRE1.
Key words: mRNA expression;transcription factors; endoplasmic reticulum stress;IRE1 inhibition; glucose 
deprivation; glutamine deprivation;glioma cells.

INTRODUCTION

Multiple studies have clarified the link between 
endoplasmic reticulum stress and cancer [1-4].
Malignant tumors use endoplasmic reticulum 
stress response and its signaling pathways to 
adapt and to enhance tumor cells proliferation 
under stressful environmental conditions [5-7].
It is well known that activation of ERN1/IRE1 
(endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1/
inositol requiring enzyme 1) branch of the en-
doplasmic reticulum stress response is tightly 
linked to apoptosis and to cell death, and sup-
pression of its function has been demonstrated 

to result in significant anti-proliferative effect 
in glioma growth [8-11]. Glucose and glutamine 
are substrates for glycolysis and glutaminoly-
sis, which are important for tumor progression 
through regulation of the cell cycle at distinct 
stages [12, 13]. The activation of glycolysis 
and glutaminolysis in cancer cells is tightly 
regulated by the action of two ubiquitin ligases, 
which control the transient appearance and 
metabolic activity of the glycolysis-promoting 
enzyme 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
bisphosphatase-3 (PFKFB3) and glutaminase 1 
(GLS1), the first enzyme in glutaminolysis [12].
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Malignant gliomas are highly aggressive 
tumors and to date there is no effective treatment 
available. As solid tumors expand, oxygen and 
nutrients become limiting owing to inadequate 
vascularization. Glucose shortage associated 
with malignant progression triggers apoptosis 
through the endoplasmic reticulum unfolded 
protein response [14]. Moreover, endoplasmic 
reticulum stress is in part caused by reduced 
glucose flux [14]. Thus, a better understanding 
of tumor responses to glucose and glutamine 
deprivations as well as to endoplasmic reticulum 
stress is required to elaborate therapeutical 
strategies of cell sensibilization, based on the 
blockade of survival mechanisms [4, 14-18].

The endoplasmic reticulum is a key subcel-
lular structure in the response to different fac-
tors, which activate a complex set of signaling 
pathways, named the unfolded protein response 
and plays an important role in metabolic in-
tegration [5, 6, 19]. This adaptive response is 
mediated by three interconnected endoplasmic 
reticulum-resident sensors, but IRE1 is the most 
evolutionary conversed and an important sensor 
of the unfolded protein response to the accumu-
lation of misfolded proteins and represents a key 
regulator of the life and death processes [1, 6, 7, 
11]. The IRE1 enzyme contains protein kinase 
and endoribonuclease activities. The protein 
kinase of IRE1 responsible for autophosphoryla-
tion and controls some gene expressions [7, 20]. 
The IRE1 endoribonuclease activity is involved 
in the degradation of a specific subset of mRNA 
and also initiates the cytosolic splicing of the 
pre-XBP1 (X-box binding protein 1) mRNA 
whose mature transcript encodes a transcription 
factor that stimulates the expression of numer-
ous unfolded protein response specific genes 
[11, 21-24].

Transcription factors are responded to di-
verse cellular stresses to regulate expression 
of its target genes, thereby inducing cell cycle 
control, proliferation, apoptosis, and senescen-
ce, especially in cancer [25-30]. E2F family of 
transcription factors regulates various cellular 
functions related to cell cycle and apoptosis and 

is strongly up-regulated in human hepatocellular 
carcinoma, thus possibly contributing to hepato-
carcinogenesis [25, 26]. Moreover, there is data 
that transcription factors E2F7 and E2F8 pro-
mote angiogenesis through transcriptional acti-
vation of VEGFA in cooperation with HIF1 [27].
The T-box transcription factors TBX3 and TBX2 
play multiple roles in normal development and 
disease by either repressing or activating tran-
scription of target genes in a context-dependent 
manner and control the rate of cell proliferation 
as well as mediate cellular signaling pathways 
[28]. It was shown that TBX3 is a transcriptional 
repressor and its overexpression is associated 
with several cancers, but this transcription factor 
may mediate the antiproliferative and promigra-
tory role of TGF-β1 in breast epithelial and skin 
keratinocytes [29].

Transcription factor HOXC6 is a member 
of a highly conserved homeobox family of 
transcription factors that play an important role 
in proliferation as well as in morphogenesis 
and metastasis and regulates genes with both 
oncogenic and tumor suppressor activities and 
may contribute to the progression of gastric 
carcinogenesis [30]. Recently was shown that 
knockdown of endothelial PAS domain protein 
1 (EPAS1), which also known as hypoxia-
inducible transcription factor-2alpha (HIF-2α), 
as well as HIF-1α decreased cell proliferation 
under normoxic as well as hypoxic conditions 
in pulmonary vascular endothelial cells and 
that EPAS1/HIF-2α and SOX9 regulate TUBB3 
gene expression and affect ovarian cancer ag-
gressiveness [31]. Moreover, the expression of 
EPAS1 gene was significantly correlated with 
tumor size, invasion, and necrosis as well as 
with VEGF gene expression, which supported 
the correlation of EPAS1 up-regulation with 
tumor angiogenesis [32]. 

Recently was shown that genes encoded 
transcription factors E2F8, HOXC6, EPAS1, 
and TBX3 are strongly depended from the 
endoplasmic reticulum stress particularly its 
IRE1 signaling pathway, because inhibition of 
IRE1, especially its endoribonuclease activity, 
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significantly affects all these gene expressions 
and this deregulation of proliferation related 
genes (suppression of pro-proliferative genes 
E2F8, HOXC6, and EPAS1 and up-regulation of 
transcription repressor gene TBX3) correlates to 
slower tumor growth [33].

The general transcription factor IIb (GTF2B) 
is also overexpression in human hepatocel-
lular carcinoma and has a potential link to cell 
proliferation [34]. There is data that the MYC-
associated zinc-finger protein MAZ is a purine-
binding transcription factor, which modulates 
cell proliferation and metastasis through re-
ciprocal regulation of androgen receptor [35]. 
The transcriptional repressor SNAI2 (snail 
family zinc finger 2), also known as SLUG, is 
controlled invasion of colorectal cancer cells 
[36]. Recently was shown that CUL4A induces 
epithelial-mesenchymal transition and promotes 
cancer metastasis by regulating the expression 
of transcriptional repressor TCF8/ZEB1 (zinc 
finger E-box binding homeobox 1) [37].

The aim of this study was to investigate the 
effects of glucose and glutamine deprivation on 
the expression of genes encoded transcription 
factors E2F8, EPAS1/HIF2A, HOXC6, TBX3, 
TBX2, GTF2B, GTF2F2, MAZ, SNAI2, TCF3, 
and TCF8/ZEB1, which participate in the regu-
lation of cell proliferation and invasion in U87 
glioma cell line and its subline with IRE1 loss 
of function for evaluation of possible signifi-
cance these genes in the control of tumor growth 
through IRE1-mediated endoplasmic reticulum 
stress signaling.

METHODS

The glioma cell line U87 (HTB-14) was obtained 
from ATCC (USA) and grown in high glucose 
(4.5 g/l) Dulbecco’s modified Eagle’s minimum 
essential medium (DMEM; Gibco, Invitrogen, 
USA) supplemented with glutamine (2 mM), 
10% fetal bovine serum (Equitech-Bio, Inc., 
USA), penicillin (100 units/ml; Gibco, USA) 
and streptomycin (0.1 mg/ml; Gibco) at 37oC 
in a 5% CO2 incubator. Glucose and glutamine 

deprivation conditions were created by changing 
the complete DMEM medium into culture 
plates on DMEM medium without glucose or 
glutamine and plates were exposed to these 
conditions for 16 h. 

In this work we used two sublines of U87 
glioma cells. One subline was obtained by 
selection of stable transfected clones with 
overexpression of vector (pcDNA3.1), which 
was used for creation of dominant-negative 
construct (dnIRE1). This untreated subline 
of glioma cells was used as control (control 
glioma cells) in the study of the effects of 
glutamine and glucose deprivations on the 
expression level of transcription factor E2F8, 
EPAS1, HOXC6,TBX3, TBX2, GTF2F2, GTF2B, 
MAZ, SNAI2,TCF3, and TCF8/ZEB1 genes. 
Second subline was obtained by selection of 
stable transfected clones with overexpression 
of dnIRE1 and has suppressed both protein 
kinase and endoribonuclease activities of this 
bifunctional signaling enzyme of endoplasmic 
reticulum stress. This cell subline is a gift from 
prof. M. Moenner (France) [4]. Previously was 
shown that these cells have low proliferation 
rate and does not express XBP1 alternative 
splice variant, a key transcription factor in 
IRE1 signaling, after induction endoplasmic 
reticulum stress by tunicamycin [6].The expre-
ssion level of the studied genes in these cells 
upon glutamine and glucose deprivations was 
compared with cells, transfected by vector 
(control glioma cells). 

Total RNA was extracted from glioma cells 
using Trizol reagent according to manufacturer 
protocols (Invitrogen, USA). The RNA pellets 
were washed with 75 % ethanol and dissolved in 
nuclease-free water. For additional purification 
RNA samples were re-precipitated with 95 % 
ethanol and re-dissolved again in nuclease-free 
water. 

QuaniTect  Reverse Transcript ion Kit 
(QIA GEN, Germany) was used for cDNA 
syn thesis according to manufacturer proto-
col. The expression level of E2F8, EPAS1, 
HOXC6, TBX3, TBX2, GTF2F2, GTF2B, MAZ, 
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SNAI2, TCF3, TCF8, and ACTB mRNA were 
measured in U87 glioma cells by real-time 
quantitative polymerase chain reaction  (qPCR) 
using Mx 3000P QPCR (Stratagene, USA) and 
Absolute qPCR SYBRGreen Mix (Thermo 
Fisher Scientific, ABgene House, UK) or semi-
quantitative reverse-transcription polymerase 
chain reaction  (RT-PCR) using“MasterCycler 
Personal” (“Eppendorf”, Germany). Polymerase 
chain reaction was performed in triplicate using 
specific primers, which were received from 
Sigma-Aldrich (USA).

For amplification of HOXC6 (homeobox 
C6 transcription factor) cDNA we used next 
forward and reverse primers: 5’– AAAAG 
AGGAAAAGCGGGAAG–3’ and (5’– GGTCC 
ACGTTTGACTCCCTA –3’, correspondingly. 
The nucleotide sequences of these primers 
correspond to sequences 772 – 791 and 963 – 944 
of human HOXC6 cDNA (GenBank accession 
number NM_004503). The size of amplified 
fragment is 192 bp. The amplification of EPAS1 
(endothelial PAS domain protein 1), also known 
as hypoxia-inducible factor 2alpha (HIF-2α), 
cDNA for real time RCR analysis was performed 
using two oligonucleotides primers: forward – 
5’– AAGCCTTGGAGGGTTTCATT–3’ and 
reverse – 5’– TCATGAAGAAGTCCCGCTCT 
–3’. The nucleotide sequences of these primers 
correspond to sequences 788 – 807 and 1021 
– 1002 of human EPAS1 cDNA (GenBank 
accession number NM_001430). The size of 
amplified fragment is 234 bp. For amplification 
of E2F8 (E2F transcription factor 8)cDNA 
we used next forward and reverse primers: 
5’– CCACCACAGCAAATATCGTF–3’ and 
5’– CTTTGGCCTCAGGTAATCCA –3’, 
correspondingly. The nucleotide sequences 
of these primers correspond to sequences 596 
– 615 and 805 – 786 of human E2F8 cDNA 
(GenBank accession number NM_024680). 
The size of amplified fragment is 210 bp. For 
amplification of TBX3 (T-box 3 transcriptional 
repressor) cDNA we used forward (5’– ACTGGG 
GAACAGTFGATGTC–3’ and reverse (5’– 
TTCGGGGAACA AGTATGTCC–3’) pri-

mers. The nuc leotide sequences of these 
primers correspond to sequences 1551 – 1570 
and 1729 – 1710 of human TBX3 cDNA 
(GenBank accession num ber NM_005996). 
The size of amplified frag ment is 179 bp. For 
amplification of TBX2 (T-box 2 trans criptional 
factor) cDNA we used forward (5’– GGGAC 
CAGTTCCACAAGCTA–3’ and reverse (5’–
AAGCCGTFCTTGTCAGAGAT–3’) primers. 
The nucleotide sequences of these primers 
correspond to sequences 625 – 644 and 943 – 
924 of human TBX2 cDNA (GenBank accession 
number NM_005994). The size of amplified 
fragment is 319 bp. The amplification of GTF2F2 
(general transcription factor IIF, polypeptide 2), 
also known as ATP-dependent helicase GTF2F2 
and transcription initiation factor RAP30, cDNA 
for real time RCR analysis was performed 
using two oligonucleotides primers: forward 
– 5’– GGAGTFTGGCTAGTCAAGGT–3’ 
and reverse – 5’– GCACTGACTGAAGCTG 
GTTT–3’. The nucleotide sequences of these 
primers correspond to sequences 209 – 228 and 
390 – 371 of human GTF2F2 cDNA (GenBank 
accession number NM_004128). The size of 
amplified fragment is 182 bp. For amplification 
of GTF2B (general transcription factor IIB), also 
known as RNA polymerase II transcription factor 
IIB, cDNA we used forward (5’– TCTGTTG 
TFTCTTGTTGCGG–3’ and reverse (5’–
GTTCGCCATTCAGATCCCAC–3’) primers. 
The nucleotide sequences of these primers 
correspond to sequences 80 – 99 and 280 – 261 
of human GTF2B cDNA (GenBank accession 
number NM_001514). The size of amplified 
fragment is 201 bp. The amplification of MAZ 
(MYC-associated zinc finger protein, purine-
binding transcription factor), also known as 
serum amyloid A activating factor 1 (SAF-
1), cDNA for real time RCR analysis was 
performed using two oligonucleotides primers: 
forward – 5’– TCTACCACCTGAACCGAC 
AC –3’ and reverse – 5’– TTTGAAGGGC 
CGTTCTGTTG–3’. The nucleotide sequences 
of these primers correspond to sequences 
1037 – 1056 and 1266 – 1247 of human 
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MAZ cDNA (GenBank accession number 
NM_002383). The size of amplified fragment 
is 230 bp. For amplification of transcription 
factor SNAI2 (snail family zinc finger 2), 
also known as neural crest transcription factor 
SLUG, cDNA we used forward (5’– CCT 
GGTTGCTTCAAGGACAC–3’ and reverse 
(5’–AGCAGCCAGATTCCTCATGT–3’) pri-
mers. The nucleotide sequences of these pri-
mers correspond to sequences 765 – 784 and 
968 – 949 of human SNAI2 cDNA (Gen Bank 
ac ce ssion number NM_003068). The size of 
amp li fied fragment is 204 bp. The amplification 
of transcriptional regulator TCF3 (transcription 
factor 3), also known as E2A immunoglobulin 
enhancer binding factors E12E47, cDNA 
was performed using forward primer (5’–
ACAAGGAGCTCAGTFACCTC–3’) and 
reverse primer (5’– CTGTFCGACTCAGTFA 
AGTF–3’). These oligonucleotides correspond 
to sequences 107 – 126 and 326 – 307 of human 
TCF3 cDNA (GenBank accession number 
NM_003200).The size of amplified fragment 
is 220 bp. The amplification of transcription 
repressor TCF8 (factor 8), also known as ZEB1 
(zinc finger E-box binding homeobox 1), cDNA 
for real time RCR analysis was performed using 
two oligonucleotides primers: forward – 5’– 
CAGGGAGGAGCAGTFAAAGA –3’ and 
reverse – 5’– CTCTTCAGGTFCCTCAGGAA 
–3’.The nucleotide sequences of these primers 
correspond to sequences 209 – 228 and 438 
– 419 of human TCF8/ZEB1 cDNA (Gen-
Bank accession number NM_030751). The 
size of amplified fragment is 230 bp. The 
amplification of beta-actin (ACTB) cDNA was 
performed using forward - 5’– GGACTTC 
GAGCAAGAGATGG –3’ and reverse - 5’– 
AGCACTGTFTTGGCGTACAG –3’ primers. 
These primer nucleotide sequences correspond 
to 747 – 766 and 980 – 961 of human ACTB cDNA 
(GenBank accession number NM_001101). 
The size of amplified fragment is 234 bp. The 
expression of beta-actin mRNA was used as 
control of analyzed RNA quantity. 

An analysis of quantitative PCR was perfor-

med using special computer program Differen-
tial Expression Calculator.  The values of the 
expression of transcription factors E2F8, EPAS1, 
HOXC6, TBX3, TBX2, GTF2F2, GTF2B, 
MAZ, SNAI2, TCF3, and TCF8 mRNA were 
normalized to beta-actin mRNA expressions 
and represent as percent of control (100 %). 
Statistical analysis was performed according 
to Student’s test using Excel program and 
OriginPro 7.5 software. All values are expressed 
as mean ± SEM from triplicate measurements 
performed in 4 independent experiments. 

RESULTS

To test the effect of glutamine and glucose 
deprivations on expression levels of different 
transcription factor genes, strongly related 
to both positive and negative control of cell 
proliferation in relation to IRE1 signaling 
enzyme function, we used the U87 glioma cell 
sublines, which constitutively expresses vector 
pcDNA3.1 (control cells) or dnIRE1 [10, 21].  
Figure 1 demonstrates that glutamine depriva-
tion affects the expression of studied genes at 
mRNA level: up-regulates the expression of 
EPAS1 (+28 %), TBX3 (+26 %), MAZ (+22 %), 
and GTF2B (+51 %) genes and down-regulates 
of E2F8 (-50 %), TBX2 (-47 %), TCF8/ZEB1 
(-16 %), and GTF2F2 (-27 %) gene expressions 
as compared to control glioma cells growing 
with glutamine. It is interesting to note that more 
significant changes in the expression level were 
shown for E2F8, TBX2, and GTF2B genes as 
compared to other studied genes. At the same 
time, the expression of HOXC6, SNAI2, and 
TCF3 genes at mRNA level was resistant to 
glutamine deprivation in control glioma cells. 

We also analyzed the expression level of 
genes encoded different transcription factors in 
glioma cells upon glucose deprivation condition. 
As shown in Figure 2, glucose deprivation up-
regulates the expression level of EPAS1 (+45 %) and 
GTF2B (+16 %) genes only and down-regulates 
of E2F8 (2.9 fold), TBX2 (-34 %), TCF3 (-22 %), 
and HOXC6 (-15 %) gene expressions in control 
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glioma cells as compared to cells growing 
with glucose. It is interesting to note that more 
significant changes in the expression level were 
shown for E2F8 and EPAS1 genes as compared 
to other studied genes. At the same time, the 

expression of GTF2F2, TBX3, MAZ, SNAI2, 
and TCF8 genes at mRNA level was resistant 
to glucose deprivation in control glioma cells. 

We next studied how inhibition of IRE1 
modulates the effect of glutamine and glucose 

Figures 2. Effect of glucose deprivation on the expression of transcription factor genes E2F8, EPAS1, HOXC6, TBX3, TBX2, 
GTF2F2, GTF2B, MAZ, SNAI2, TCF3, and TCF8 in glioma cell line U87 measured by quantitative PCR. Values of these gene 
expressions were normalized to beta-actin expression and represent as percent of control (vector, 100 %); mean ± SEM; n = 4; 
* – P < 0.05 as compared to control

Figure 1. Effect of glutamine deprivation on the expression of transcription factor genes E2F8 (E2F transcription factor 8), EPAS1 
(endothelial PAS domain protein 1), HOXC6 (homeobox C6), TBX3 (T-box 3), TBX2 (T-box 2), GTF2F2 (general transcription 
factor IIF), GTF2B (general transcription factor IIB), MAZ (MYC-associated zinc finger protein, purine-binding transcription 
factor), SNAI2 (snail family zinc finger 2), TCF3 (transcription factor 3), and TCF8 in glioma cell line U87 measured by quantita-
tive PCR. Values of these gene expressions were normalized to beta-actin expression and represent as percent of control (vector, 
100 %); mean ± SEM; n = 4; * – P < 0.05 as compared to control
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deprivation on the expression of these genes 
on mRNA level. As shown in Figure 3, the 
expression of HOXC6 gene is resistant to 
glutamine deprivation condition in both control 
glioma cells and cells with knockdown IRE1. 
However, the changes in the expression of genes 
encoded transcription factor EPAS1, E2F8, and 
TBX2 upon glutamine deprivation condition 
is significantly different in control glioma and 
cells with knockdown IRE1: for EPAS1 in 8.6 
fold, for E2F8 in 1.3 fold, and for TBX2 in 2.6 
fold. Moreover, inhibition of IRE1 completely 
abolishes the effect of glutamine deprivation on 
the expression TBX2 gene. 

The results of comparative investigation 
of the expression of GTF2F2, GTF2B, MAZ, 
SNAI2,TCF3, and TCF8/ZEB1 genes upon 
glutamine deprivation in two types of glioma 
cells are shown in Figure 4. Thus, the expression 
of TCF3 gene is resistant to glutamine depriva-
tion condition in both control glioma cells 
and cells with knockdown IRE1. At the same 
time, glutamine deprivation down-regulates 
the expression level of GTF2F2 gene in both 
control glioma cells and in cells without IRE1 
enzyme function, but these changes are similar 

(Figure 4). Moreover, inhibition of IRE1 
creates sensitivity of SNAI2 gene to glutamine 
deprivation and abolishes the effect of this 
deprivation on the expression of MAZ gene 
as well as enhances the effect of glutamine 
deprivation on the expression of GTF2B (1.5 
fold) and TCF8/ZEB1 (1.9 fold) genes. 

We also studied the effect of inhibition of 
IRE1 signaling enzyme on sensitivity of the 
expression of transcription factor genes at mRNA 
level to glucose deprivation in glioma cells. As 
shown in Figure 5, the expression of TBX3 gene is 
resistant to glucose deprivation condition in both 
control glioma cells and cells with knockdown 
IRE1. At the same time, glucose deprivation 
down-regulates the expression level of TBX2 
gene only in control glioma cells and inhibition 
of IRE1 enzyme function abolishes the sensitivity 
of this gene expression to glucose deprivation 
(Figure 5). Moreover, the changes in the ex-
pres sion level of genes encoded transcription 
factor E2F8, EPAS1, and HOXC6 upon glucose 
deprivation condition is significantly different in 
control glioma and cells with knockdown IRE1: 
for E2F8 in 2.1 fold, for EPAS1 in 5.9 fold, and 
for HOXC6 in 2.5 fold.

Figures 3. Comparative effect of glutamine deprivation on the expression of transcription factor genes  E2F8, EPAS1, HOXC6, 
TBX3, and TBX2 in two types of glioma cells: control cells transfected by vector (Vector) and cells with a deficiency of the sig-
naling enzyme IRE1 (dnIRE1) measured by quantitative PCR. Values of these gene expressions were normalized to beta-actin 
expression and represent as percent of corresponding control (both controls is accepted as 100 %); NS – no significant changes; 
mean ± SEM; n = 4
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Figure 6 contains the results of comparative 
study the sensitivity of GTF2F2, GTF2B, MAZ, 
SNAI2,TCF3, and TCF8/ZEB1 gene expressions 
to glucose deprivation in control glioma cells 
and cells without IRE1 signaling enzyme 
function. We have shown that the expression of 

TCF8 gene is resistant to glucose deprivation 
condition in both control glioma cells and 
cells with IRE1 knockdown. At the same time, 
the expression of MAZ gene is also resistant 
to glucose deprivation in both types of cells; 
however, between these two groups there is 
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Figure 4. Comparative effect of glutamine deprivation on the expression of transcription factor genes GTF2F2, GTF2B, MAZ, 
SNAI2, TCF3, and TCF8 in two types of glioma cells: control cells transfected by vector (Vector) and cells with a deficiency 
of the signaling enzyme IRE1 (dnIRE1) measured by quantitative PCR. Values of these gene expressions were normalized to 
beta-actin expression and represent as percent of corresponding control (both controls is accepted as 100 %); NS – no significant 
changes; mean ± SEM; n = 4
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small but statistically significant differences 
(Figure 6). We have also shown that inhibition of 
IRE1 creates sensitivity of GTF2F2 and SNAI2 
genes to glucose deprivation and enhances the 
effect of this deprivation on the expression of 
GTF2B gene (4.4 fold). Furthermore, inhibition 
of IRE1 signaling enzyme does not change the 
effect of glucose deprivation on the expression 
TCF3 gene: -22 % in control glioma cells and 
-20 % in IRE1 knockdown cells (Figure 6).

Thus, the expression almost all studied genes 
encoded proliferation-related transcription 
factors is affected by glutamine and glucose 
deprivations and inhibition of IRE1 preferential-
ly modified sensitivity of these gene expressions 
to glutamine and glucose deprivations.

DISCUSSION

Results of this study clearly demonstrated 
that the expression levels of almost all tested 
genes (E2F8, EPAS1, HOXC6,TBX3, TBX2, 
GTF2F2, GTF2B, MAZ, SNAI2,TCF3, and 
TCF8/ZEB1) encoding key proliferation-
related transcription factors, which are stress 
responsible and participate in malignant tumor 

growth, are affected by glucose and glutamine 
deprivations through IRE1 signaling branch 
of endoplasmic reticulum stress. Our results 
are confirmed to data that glycolysis and 
glutaminolysis are related to the control of 
cell proliferation through regulation of cell 
cycle and tumor suppressor genes [12, 38-40]. 
Recently we have shown that genes encoded 
transcription factorsE2F8, HOXC6, EPAS1, 
and TBX3are strongly depended from the 
endoplasmic reticulum stress particularly its 
IRE1 signaling pathway, because inhibition of 
IRE1, especially its endoribonuclease activity, 
significantly affects all these gene expressions. 
Furthermore, this deregulation of proliferation 
related transcription factorgenes (suppression 
of pro-proliferative genes E2F8, HOXC6, 
and EPAS1 and up-regulation of transcription 
repressor gene TBX3) strongly correlates to 
down-regulation of glioma cell proliferation and 
slower tumor growth [33].

In this study we have shown that both gluco-
se and glutamine deprivation gown-regulates 
the expression level of E2F8 gene and that 
inhibition of IRE1 signaling enzyme function 
in U87 glioma cells more strongly decreases 

Figure 6. Comparative effect of glucose deprivation on the expression of transcription factor genes GTF2F2, GTF2B, MAZ, 
SNAI2, TCF3, and TCF8 in two types of glioma cells: control cells transfected by vector (Vector) and cells with a deficiency 
of the signaling enzyme IRE1 (dnIRE1) measured by quantitative PCR. Values of these gene expressions were normalized to 
beta-actin expression and represent as percent of corresponding control (both controls is accepted as 100 %); NS – no significant 
changes; mean ± SEM; n = 4
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E2F8 gene expression and observed down-
regulation correlate with suppression of this 
gene expression and cell proliferation by IRE1 
inhibition [33]. Thus, our results completely 
argue to data Colombo et al. [12], which shown 
that glucose and glutamine are required for 
tumor progression through cell cycle control and 
that deprivation of these substrates of glycolysis 
and glutaminolysis have opposite effect. There is 
also data that E2F8 creates complexes with other 
members of E2F family of transcription factors 
and coordinates various cellular functions 
through the regulation of the expression of target 
genes, thereby regulating cell cycle, apoptosis, 
and angiogenesis, including transcriptional 
activation of VEGFA in cooperation with HIF1 
[25-27].

At the same time, both glutamine and 
glucose deprivations lead to up-regulation of the 
expression level of transcription factor EPAS1/
HIF-2α and inhibition of IRE1 enhances effect 
of glutamine and glucose deprivation conditions 
on this gene expression. The expression of 
EPAS1 gene mediates numerous hypoxia-
induced processes including proliferation in 
cell-specific manner is significantly correlated 
with tumor size, invasion, and necrosis as well 
as with VEGF gene expression, which supported 
the correlation of EPAS1 up-regulation with 
tumor angiogenesis [31, 32]. Moreover, EPAS1 
gene expression level is strongly down-regula ted 
in glioma cells harboring dnIRE1 [33]. Thus, 
bio logical significance of increased expres sion 
of EPAS1 gene upon glutamine and glu cose 
deprivation is not clear yet and warrants further 
study.

We have also demonstrated that the expres-
sion of T-box transcription factor TBX3 is 
elevated in glioma cells exposure to glutamine 
deprivation condition, but is resistant to glucose 
deprivation.  Moreover, up-regulation of TBX3 
gene expression was observed in glioma cells 
growing in regular medium (with glucose and 
glutamine) when IRE1 function is inhibited [33\. 
This increase of TBX3 gene expression by IRE1 
inhibition as well as by glutamine deprivation 

may contribute to the suppression of cell prolife-
ration and glioma growth of these cells, because 
TBX3 is a transcriptional repressor, which 
controls the rate of cell proliferation as well as 
mediate cellular signaling pathways and high ex-
pression level of this gene was found in normal 
human astrocytes [28, 30, 33]. At the same time, 
transcription factor TBX3 plays multiple roles 
in normal development and disease by either 
repressing or activating transcription of target 
genes in a context-dependent manner and it may 
mediate the antiproliferative and pro-migratory 
role of TGF-β1 in breast epithelial and skin 
keratinocytes, but its overexpression is associ-
ated with several cancers [29]. Thus, increased 
expression of TBX3 can mediate inhibition of 
cell growth and could also contribute to the 
suppression of glioma cells proliferation, since 
it has pleiotropic functions. Transcription factor 
TBX2 has preferentially opposite functions to 
TBX3 and its expression is down-regulated upon 
both glutamine and glucose deprivation pos-
sibly through IRE1 signaling pathway, because 
inhibition of IRE1 abolishes sensitivity of this 
gene expression to glutamine as well as glucose 
deprivation condition. Thus, decreased expres-
sion of transcription factor TBX2 can mediate 
inhibition of cell growth upon glutamine and 
glucose deprivation.

CONCLUSIONS

Results of this study demonstrated that the 
expression of almost all studied genes encoded 
key proliferation-related transcription factors 
is affected by glutamine and glucose depriva-
tion conditions in gene-specific manner and 
that inhibition of IRE1, a central mediator 
of endoplasmic reticulum stress response, 
preferentially modified sensitivity of these 
gene expressions to glutamine and glucose 
deprivations and possibly contributes to 
slower glioma growth. However, molecular 
mechanisms of the regulation of proliferation-
related transcription factor genes by glutamine 
and glucose deprivation through the endoplas-

Expression of proliferation related transcription factor genes in U87 glioma cells with IRE1 knockdown
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mic reticulum stress response pathways warrant 
further investigation for clarification the role 
of glycolysis and glutaminolysis in cancer pro-
gression as well as development new strategies 
of anti-tumor therapy.

Д.О. Цимбал, Д.О. Мінченко, І.В. Кривдюк, 
О.О. Рябовол, О.В. Галкін,  О.О. Ратушна,  
О.Г. Мінченко 

ЕКСПРЕСІЯ ГЕНІВ ТРАНСКРИПЦІЙНИХ 
ФАКТОРІВ, ЩО МАЮТЬ ВІДНОШЕННЯ 
ДО ПРОЛІФЕРАЦІЇ, У КЛІТИНАХ ГЛІОМИ 
ЛІНІЇ U87 З ПРИГНІЧЕНИМ IRE1 ЗА УМОВ 
ДЕФІЦИТУ ГЛЮКОЗИ ТА ГЛУТАМІНУ

Глюкоза та глутамін, як і стрес ендоплазматичного 
ретикулума, є необхідними для росту пухлин, оскільки 
причетні до регуляції клітинного циклу. Пригнічення 
ERN1/IRE1 (сигналювання від ендоплазматичного ре-
тикулума до ядра 1/залежний від інозитолу ензим 1), що 
є центральним медіатором стресу ендоплазматичного 
ретикулума, істотно пригнічує проліферацію клітин 
гліоми і ріст пухлин, а також модифікує чутливість 
експресії генів до дефіциту глюкози та глутаміну. Ми 
вивчали експресію генів, що кодують такі транскрипційні 
фактори, як E2F8 (E2F transcription factor 8), EPAS1 (endo-
thelial PAS domain protein 1), HOXC6 (homeobox C6), TBX3 
(T-box 3), TBX2 (T-box 2), GTF2F2 (general transcription 
factor IIF), GTF2B (general transcription factor IIB), MAZ 
(MYC-associated zinc finger protein, purine-binding tran-
scription factor), SNAI2 (snail family zinc finger 2), TCF3 
(transcription factor 3) та TCF8/ZEB1 (zinc finger E-box 
binding homeobox 1) у клітинах гліоми лінії U87 за умов 
дефіциту глюкози та глутаміну залежно від пригнічення 
IRE1. Нами встановлено, що за умов дефіциту глутаміну 
спостерігається посилення експресії генів EPAS1, TBX3, 
GTF2B та MAZі зниження експресії генів E2F8, GTF2F2, 
TCF8 та TBX2 у контрольних клітинах гліоми. Водночас за 
умов дефіциту глюкози збільшується рівень експресії ге нів 
EPAS1 та GTF2B і зменшується - E2F8, HOXC6, TCF3 та 
TBX2 у цих клітинах гліоми. Пригнічення IRE1 за допомо-
гою dnIRE1 суттєво змінює експресію більшості дослідже-
них генів, але по-різному. Ця робота продемонструвала, 
що експресія генів транскрипційних факторів, що мають 
відношення до проліферації, змінюються за умов дефіциту 
глюкози та глутаміну залежно від функції IRE1 і можли-
во задіяні у зниженні інтенсивності росту пухлин після 
пригнічення IRE1.
Ключові слова: експресія мРНК; транскрипційні фак-
тори; стрес ендоплазматичного ретикулума; приг-
ні чення IRE1; дефіцит глюкози; дефіцит глутаміну; 
клі тини гліоми.

Д.О. Цимбал, Д.О. Минченко, И.В. Крывдюк, 
О.О. Рябовол, О.В. Галкин, О.О. Ратушна,  
О.Г. Минченко 

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ 
ТРАНСКРИПЦИОННЫХ ФАКТОРОВ, 
КОТОРЫЕ ИМЕЮТ ОТНОШЕНИЕ К 
ПРОЛИФЕРАЦИИ, В КЛЕТКАХ ГЛИОМЫ 
ЛИНИИ U87 С УГНЕТЕННЫМ IRE1 ПРИ 
ДЕФИЦИТЕ ГЛЮКОЗЫ И ГЛУТАМИНА

Глюкоза и глутамин, как и стресс эндоплазматического 
ретикулума – необходимые факторы роста опухолей, 
поскольку они причастны к регуляции клеточного цикла. 
Угнетение ERN1/IRE1 (сигналинг от эндоплазмати-
ческого ретикулума к ядру 1/зависимый от инозитола 
энзим 1), что является центральным медиаторомстресса 
эндоплазматического ретикулума, существенно угнетает 
пролиферацию клеток глиомы и рост опухоли, а также 
модифицирует чувствительность экспрессии генов к 
дефициту глюкозы и глутамина. Мы изучали экспрессию 
генов, что кодируют транскрипционные факторы E2F8 
(E2F transcription factor 8), EPAS1 (endothelial PAS domain 
protein 1), HOXC6 (homeoboxC6), TBX3 (T-box 3), TBX2 
(T-box 2), GTF2F2 (general transcription factor IIF), GTF2B 
(general transcription factor IIB), MAZ(MYC-associated zinc 
finger protein, purine-binding transcription factor), SNAI2 
(snail family zinc finger 2), TCF3 (transcription factor 3) и 
TCF8/ZEB1 (zinc finger E-box binding homeobox 1) в клетках 
глиомы линии U87 при дефиците глюкозы и глутамина в 
зависимости от угнетения IRE1. Нами установлено, что 
при дефиците глутамина отмечается усиление экспрессии 
генов EPAS1, TBX3, GTF2B и MAZ и снижение – E2F8, 
GTF2F2, TCF8 и TBX2 в контрольных клетках глиомы. В 
то же время, при дефиците глюкозы отмечается увели чение 
уровня экспрессии генов EPAS1 и GTF2B и снижение 
– E2F8, HOXC6, TCF3 и TBX2 в этих клетках глиомы. 
Угнетение IRE1 с помощью dnIRE1 существенно изменяет 
экспрессию большинства исследованных генов, но по-
разному. Эта работа продемонстрировала, что экспрессия 
генов транскрипционных факторов, что имеют отношение 
к пролиферации, изменяется при дефиците глюкозы и 
глутамина в зависимости от функции IRE1 и возможно 
задействованы в снижении интенсивности роста опухолей 
после угнетения IRE1.
Ключевые слова: экспрессия мРНК; транскрипционные 
факторы; стресс эндоплазматического ретикулума; уг-
нетение IRE1; дефицит глюкозы; дефицит глутамина; 
клетки глиомы.
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Вплив активації TRPA1-рецепторів  
на десенситизацію TRPV1-каналів  
у нейронах дорсальних гангліїв щура
А.В. Драган1, О.А. Петрушенко1, О.П. Бурлак1,2, О.О. Лук’янець1,2 
1Інститут фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України, Київ;, 
2Міжнародний центр молекулярної фізіології НАН України, Київ; e-mail: elena@biph.kiev.ua

Досліджували активність TRPA1- та TRPV1-каналів, їх чутливість до селективних активаторів - 
алілізотіоціанату (AITC) і капсаїцину, особливості взаємодії цих каналів. Використовували метод 
мікрофлуоресцентної мікроскопії та кальційчутливий барвник fura-2АМ. Експерименти проводили 
на культивованих нейронах дорсальних гангліїв щура. Встановлено, що аплікація AITC і капсаїцину 
на сому DRG-нейронів викликала значне зростання вмісту внутрішньоклітинного Ca2+. Кількаразові 
повторні аплікаціі капсаїцину призводили до суттєвого зниження амплітуди кальцієвих транзієнтів 
(десенсетизація TRPV1-каналів), що становило 20,7 % від початкового значення. Подальша апліка-
ція AITC відновлювала чутливість TRPV1-каналів до капсаїцину (ресенсетизація TRPV1-каналів). 
Таким чином, наші дослідження вказують на наявність регуляції активності TRPV1-каналів з боку 
TRPA1- каналів. 
Ключові слова: TRPV1-канали; TRPA1-рецептори; кальцій; DRG-нейрони; кальцієва сигналізація; 
капсаїцин; алілізотіоціанат.
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ВСТУП 

Два представники родини каналів тран-
зієнтного рецепторного потенціалу (TRP) 
– TRPA1- (анкіринові рецептори) та TRPV1- 
(ванілоїдні рецептори), що можуть коек-
спресуватися в периферичних сенсорних 
нейронах, відіграють важливу роль у фор-
муванні ноцицептивної чутливості нервової 
системи [1-3]. Також ці рецептори суттєво 
задіяні в термочутливості та в процесах, що 
не пов’язані із нейрональною активністю [4]. 

TRPV1- канали відносяться до полімо-
дальних рецепторів, чутливих до пошкоджу-
вальних високих температур (понад 43°C), 
зміни рН (ацидоз і алкалоз), «ендованілоїдів» 
( анандамід, метаболіти арахідонової кислоти 
тощо). З іншого боку, TRPV1-канали чутливі 
до дії таких різних «пекучих» рослинних про-
дуктів, як капсаїцин (з гострого перцю), ре-
зиніфератоксин (з рослини евкаліпт), піперин 

(їдкий інгредієнт чорного перця), гінгерол і 
зінгерон (з імбиру), камфора, а також євгенол 
(з гвоздичної олії) [5]. TRPV1-канали можуть 
активуватися низкою хімічних агентів – ета-
нолом, отрутами з медуз і павуків та деякими 
іншими сполуками [5]. TRPA1-канали також 
відносяться до полімодальних ноцицептор-
них рецепторів різних пошкоджувальних 
стимулів, включаючи такі «пекучі» хімічні 
сполуки, як алілізотіоціанат, наявний в гір-
чичній олії, тіосульфінати, які є в часнику, 
коричний альдегід і сльозогінні гази [6, 7]. 

Відомо, що обидва ці канали відносяться 
до неселективних кальційпроникних катіон-
них каналів, які беруть участь у регуляції вну-
трішньоклітинної концентрації іонів кальцію 
[8-11], відіграючи важливу сигнальну роль 
у нервових клітинах [12, 13]. Показано, що 
TRPA1- та TRPV1-канали здатні взаєморегу-
лювати свою активність, і активація одного з 
них може підсилювати або пригнічувати чут-
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ливість іншого до відповідних селективних 
агоністів [9, 14]. 

Метою нашої роботи було вивчення взає мо-
дії TRPA1- та TRPV1-каналів у кальцієвій сиг-
налізації DRG-нейронів, зокрема можливого 
впливу активації TRPA1-каналів на функціону-
вання TRPV1-каналів у тому самому нейроні.

МЕТОДИКА

Культивування нейронів дорсальних гангліїв 
щура. В експерименти брали однодобову куль-
туру нейронів дорсальних гангліїв, виділених 
із щурів лінії Вістар віком 9 діб. Декапітацію 
щура проводили відповідно до вимог НАН 
України з використання експериментальних 
тварин. Виділені спинномозкові ганглії пере-
носили у розчин Тіроде, що містив ферменти: 
колагеназу (тип ІА, «Sigma-Aldrich», США) 
в концентрації 1 мг/мл та протеазу (тип XIV, 
«Sigma-Aldrich», США) в концентрації 2 мг/
мл, в якому утримувалися протягом 30 хв. при 
37°С. Для усунення залишків ферментів та за-
побігання їх подальшої дії ганглії інкубували 
в розчині DMEM («Sigma-Aldrich», США) із 
10%-ю телячою ембріональною сироваткою 
(FBS) протягом 10 хв за цієї самої температури 
із кількаразовою заміною розчину для повної 
інактивації ферментів білками сироватки. Далі 
ганглії піпетували за допомогою Пастерівсь ких 
піпеток різного діаметра у 0,5 мл культураль-
ного середовища (DMEM із FBS та антибіо-
тиками) для одержання суспензії клітин. От-
риману суспензію осаджували на попередньо 
знежирених скельцях у стерильних чашках 
Петрі та розміщували в CO2-інкубаторі. В 
дослідах використовували клітини наступної 
доби після їх культивування.

Визначення експресії генів за допомогою 
полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). РНК 
виділяли з нейрональної культури DRG-
нейронів, вирощеної на скельцях, покритих 
полілізином. З дослідних чашок Петрі, де 
знаходилися скельця, виливали культураль-
не середовище і вносили по 1 мл тризолу 
(TRIzol® Reagent, Ambion®) у чашку. Далі 

РНК виділяли як описано виробником. От-
риману тотальну РНК переводили у к-ДНК 
за допомогою набору реактивів “Revert Aid 
H Minus First Strand cDNA synthesis Kit” 
(Thermo Scientific) за протоколом виробни-
ка. З цією к-ДНК проводили полімеразну 
ланцюгову реакцію (ПЛР), додаючи реаген-
ти для проходження реакції “2´PCR Master 
Mix” («Fermentas (Thermo Fisher Scientific)», 
Литва) як описано виробником. В реакційну 
суміш додавали праймери з кінцевою кон-
центрацією 0,25 мкмоль/л. Для виявлення 
експресії генів, що кодують білки TRPV1-
каналів, використали праймери з послідов-
ністю F 5’-AGC GAG TTC AAA GAC CCA 
GA-3’ та R 5’-TTC TCC ACC AAG AGG GTC 
AC-3’ з розміром продукту 300 пар основ. 
Для TRPA1-каналів брали праймери з послі-
довністю F 5’-CCC CAC TAC ATT GGG CTG 
CA-3’ та R 5’-CCG CTG TCC AGG CAC ATC 
TT-3’ з розміром продукту 500 пар основ. 
ПЛР проводили в термоциклері PeqSTAR 96 
Universal Gradient («PeqLAB Biotechnologie 
GmbH»). Пробірки з реакційною сумішшю 
зберігали при 8 °С. Режим ампліфікації 
був однаковий для всіх реакцій. Отримані 
ПЛР-продукти розганяли протягом 30 хв у 
горизонтальному електрофорезі (Cleaver Sci-
entific Ltd) з режимом 100 В, 80 мА та 8 Вт 
за допомогою блоку живлення Electrophoresis 
Power Supply Consort EV243 («Consort bvba», 
Бельгія). Використовували агарозний гель 
(«Fermentas»), розчинений в однократному 
трисацетатному буфері 50´TAE («Fermentas», 
Литва) до кінцевої концентрації 1,5% та з до-
даванням бромистого етидію (MoBio Labora-
tories, Inc.) до кінцевої концентрації 0,5 мкг/
мл. Всі амплікони були внесені в агарозний 
гель разом з барвником 6´DNA Loading Dye 
(«Fermentas», Литва) та відповідність розміру 
продукту визначали за маркером Gene Ruler 
100 bp («Fermentas», Литва). Всі продукти 
після електрофорезу були сфотографовані в 
ультрафіолетовому світлі за однакових умов. 

Вимірювання змін концентрації Са2+ за 
допомогою мікрофлуоресцентного методу. 
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Для дослідження змін [Са2+]і в сенсорних 
нейронах дорсальних гангліїв щура викори-
стовували кальцієвий індикатор fura-2АМ 
[15]. Клітини інкубували протягом 30 хв при 
37°С з барвником у зовнішньоклітинному 
розчині. Після цього їх відмивали чистим 
розчином і залишали в ньому на 20 хв для 
завершальної деестерифікації fura-2АМ без 
світла. Далі скельця переносили в чашку з 
лункою та закріплювали на інвертованому 
мікроскопі Olympus IX 71 (Японія). Протягом 
експерименту скельце постійно промивалося 
розчином Tyrode такого складу (ммоль/л): NaCl 
- 125, KCl 2,5, - CaCl2 2, MgCl2 - 1, Hepes - 20, 
глюкоза - 10 (pH 7,4 доводилось TrisOH).

Збудження флуоресцентного барвника та 
реєстрацію результатів здійснювали за допо-
могою системи та програмного забезпечення 
Cell M (Olympus, Німеччина) на довжинах 
хвилі 340 (F1) та 380 (F2) нм з використанням 
ксенонової лампи та відповідних фільтрів. 
Емісію барвника реєстрували в діапазоні 
480-570 нм з піком 510 нм. Зміни концентра-
ції внутрішньоклітинного Ca2+ встановлюва-
ли співвідношенням інтенсивності свічення 
зонда при двох довжинах хвиль R=F1/F2. 
Перед початком замірів фонову флуоресцен-
цію визначали за допомогою програмного 
забезпечення (Cell M, Olympus, Німеччина) 
та враховували у подальших вимірюваннях. 

Аплікацію та зміну розчинів здійснювали 
електронною системою крапельної подачі 
або їх заміною у вимірювальній камері із 
швидкістю 1 мл за 30 с. Всі реактиви для 
експериментів були отримані від фірми 
(«Sigma-Aldrich», США).

Статистичний аналіз результатів викону-
вали із програмним забезпеченням OriginPro 
(OriginLab Corporation, США).

РЕЗУЛЬТАТИ

ПЛР-аналіз показав, що мРНК TRPV1- та 
TRPA1- каналів експресуються в DRG- ней-
ронах. Рис. 1 демонструє отримані форе-
грами ага розного гель-електрофорезу з 

ПЛР-продук тами TRPV1- та TRPA1- генів. 
Експресія мРНК TRPA1-каналів була удвічі 
вищою, ніж мРНК TRPV1-каналів. Наші 
результати збігаються з експериментами на 
DRG-нейронах мишей, у яких експресію 
цих генів оцінювали під час постнатального 
розвитку [16]. Рівень експресії мРНК TRPV1-
каналів зменшувався, а мРНК TRPA1-каналів 
суттєво збільшувався у мишей 21-ї доби 
постнатального онтогенезу (Р21) порівняно 
з новонародженими (Р0). 

Відомо, що TRPV1- та TRPA1-рецептори є 
не се лективними іонними каналами, які здатні 
про пускати іони натрію та кальцію. Тому ми 
вико ристовували метод внутрішньоклітинної 
каль циметрії, описаний нами раніше [17-19]. 
Він дає змогу вивчати активність указаних 
TRP-каналів реєстрацією змін внутрішньо-
клітинної концентрації кальцію за допомогою 
кальцієвого барвника та мікрофлуоресцент-
ної техніки. 

Для активації TRPV1-каналів застосову-
вали їх селективний агоніст ― капсаїцин у 
концентрації 0,2 мкмоль/л, а TRPA1-каналів їх 
селективний агоніст алілізотіоціанат (AITC) 
у концентрації 1 мкмоль/л. На початку кожно-
го експерименту використовували аплікацію 
гіперкалієвого розчину (50 ммоль/л) щоб 
перевірити функціональний стан нейронів. 
Обирались DRG-нейрони малого діаметра 
(менше ніж 30 мкм), які відносяться до но-

Рис.1. Експресія TRPV1- та TRPA1-каналів у нейронах 
дорсальних гангліїв щура. Агарозний гель-електрофорез 
продуктів полімеразної ланцюгової реакції підтвердив 
експресію TRPV1- та TRPA1- мРНК цих нейронів

300 кДа
500 кДа

TRPV1 TRPA1 

Вплив активації TRPA1-рецепторів на десенситизацію TRPV1-каналів
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цицептивних, капсаїцин-чутливих нейронів. 
Більші за розміром клітини ( понад 40 мкм ) 
у дослід не брали. 

Показано, що тестовані DRG- нейро-
ни неоднорідні щодо експресії TRPV1- та 
TRPA1- каналів, оскільки зустрічалися різні 
комбінації відносно їх активності у певно-
му нейроні. В цих дослідах обирались для 
вимірювань тільки ті нейрони, які відповіда-
ли на аплікацію як капсаїцину, так і AITC, 
тобто експресували одночасно TRPA1- та 
TRPV1- канали. На рис.2, а представлені 
кальцієві транзієнти, викликані аплікацією 
агоністів TRPA1- та TRPV1- каналів на одній 
і тій самій клітині. 

Для підтвердження факту, що дія AITC 
не пов’язана із неспецифічністю його впли-
ву, а його активність направлена дійсно на 
TRPA1-рецептори, в наступних експеримен-
тах використовували селективний блокатор 
TRPA1-каналів – речовину HC-030031. Як 
було показано раніше, селективність до 
TRPA1 була визначена тестуванням блока-
тора до 48 різних ферментів, рецепторів та 
транспортерів (MDS Pharma Service, Taipei, 
Taiwan) [20, 21]. Використовували HC-030031 
в концентрації 100 мкмоль/л, який додавали 

разом з AITC. Як видно з рис. 2,б, блокатор 
TRPA1-рецепторів суттєво пригнічував ам-
плітуду кальцієвих транзієнтів, викликаних 
AITC. У цьому разі амплітуда транзієнтів 
становила 15,64±0,03% (n=3) від її значень у 
контрольних умовах. Таким чином, застосу-
вання селективного блокатора TRPA1-каналів 
підтверджує, що AITC-індуковані кальцієві 
транзієнти відображають активність саме 
TRPA1- каналів.

Слід зазначити, що значення амплітуд 
кальцієвих транзієнтів, викликаних кап-
саїцином та AITC, дещо відрізнялися у 
досліджуваних нейронів і в середньому їх 
співвідношення було 0,892±0,03 (n=10). При 
повторних аплікаціях капсаїцину амплітуда 
кальцієвих транзієнтів поступово зменшува-
лася, що відповідало десенситизації TRPV1-
рецепторів. Цей процес зберігався більше ніж 
10 хв ( рис. 3, а). При подальших повторних 
аплікаціях капсаїцину, відновлення або збіль-
шення амплітуди кальцієвих транзієнтів не 
відбувалося, або було дуже незначним.

Вплив TRPA1-рецепторів на десенси-
тизацію TRPV1-каналів вивчали за іншим 
протоколом. Клітини підлягали повторюва-
ним послідовним аплікаціям капсаїцину три-

Рис.2. Кальцієві транзієнти, викликані агоністами TRP-каналів: а - кальцієві транзієнти, викликані деполяризацією 
мембрани (KCl) та аплікацією агоністів TRPV1- (капсаїцин, Caps) та TRPA1- (алілізотіоціанат, AITC) каналів; б - вплив 
блокатора TRPA1-каналів (HC-030031) на кальцієві транзієнти, викликані дією агоніста TRPA1-каналів. Моменти аплікації 
показані стрілкою та лініями
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валістю по 20 с для активації TRPV1-каналів 
та подальшої їх десенситизації. Після цього 
аплікували AITC протягом 120 с. У всіх ви-
падках також значно зменшувалася амплітуда 
кальцієвих транзієнтів, індукованих додаван-
ням AITC (див. рис. 3, б). Далі на клітину 
знову подавали капсаїцин, агоніст TRPV1-
каналів. Як видно із рисунка, амплітуда каль-
цієвого транзієнта, викликаного активацією 
TRPV1-каналів, відновлювалася (або навіть 
перевищувала початкове значення). Після 
активації TRPA1-каналів спостерігалася ре-
сенситизація TRPV1- рецепторів. Усереднені 
значення приведено на рис. 3, в у вигляді 
відношення значення амплітуди кальцієвих 
транзієнта, викликаного активацією TRPV1-
каналів у процесі десенситизації (стовпчик 2) 
та ресенситизації (стовпчик 3) до величини, 
що вимірювалася на початку експерименту 

(стовпчик 1). Амплітуда кальцієвих транзієн-
тів, викликаних капсаїцином, зменшувалася 
під час десенситизації до 20,66 ± 7,42% (n= 
10) від початкового, а після ресенситизації 
поверталася до значень, близьких до почат-
кових. 

Далі перевірили чи дійсно активація 
TRPA1-рецепторів потрібна для ресенси-
тизації TRPV1-рецепторів, використавши 
протокол експериментів, представлений на 
рис. 3, б, але в цьому разі аплікацію агоністів 
проводили за наявності блокатора TRPA1-
каналів HC-030031 (100 мкмоль/л). Як видно 
із рис. 4, послідовні аплікації 0,2 мкмоль/л 
капсаїцину тривалістю 10 с призводили до 
десенситизації TRPV1-рецепторів протягом 
декількох хвилин. Потім у розчин додавали 
активатор TRPA1-каналів (1 мкмоль/л AITC) 
протягом 30 с за наяності їх селективного 

Рис.3. Десенситизація та ресенситизація TRPV1-каналів: 
а - показані кальцієві транзієнти, викликані повторни-
ми аплікаціями капсаїцину (Caps); б - ресенситизація 
TRPV1-каналів, викликана активацією TRPA1-каналів. 
Кальцієві транзієнти, викликані повторними аплікація-
ми капсаїцин та AITC; в - середні значення амплітуди 
кальцієвих транзієнтів під час десенситизації та ресен-
ситизації TRPV1-каналів: на початку експерименту (1), 
під час десенситизації (2) та після ресенситизації після 
прикладання алілізотіоціанату AITC (3), n=10. **P<0,05 
порівняно з амплітудою кальцієвого транзієнта, викли-
каного капсаїцином на початку експерименту. Моменти 
аплікації показані лініями
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антагоніста. Наступна аплікація агоніста 
TRPV1-каналів капсаїцину демонструвала, 
що у цьому разі, ресенситизації TRPV1-ка-
налів не відбувалося (див. рис. 4). Хоча депо-
ляризація мембрани гіперкалієвим розчином 
(50 ммоль/л ) викликала кальцієві транзієнти 
з амплітудою, близькою до початкової в 
контрольних умовах. 

Слід зазначити, що відповіді DRG- ней-
ронів, які реагували виключно на аплікацію 
капсаїцину і не реагували на AITC, також під-
лягали десенситизації, однак пролонгована 
аплікація AITC не відновлювала чутливість 
таких нейронів до капсаїцина. Це свідчить 
про те, що саме активація TRPA1-рецепторів 
викликає ресенситизацію TRPV1-каналів, 
а не можлива неспецифічна дія AITC на 
TRPV1-канали.

ОБГОВОРЕННЯ

TRPA1- та TRPV1- канали є неселективними 
кальцієвими каналами і можуть впливати на 
внутрішньоклітинний кальцієвий гомеостаз 
[13]. Як відомо, його порушення може приз-

водити до патологій нервової системи, включ-
но з невропатіями та больовими синдромами 
[12]. Нещодавні дослідження свідчать про 
можливу наявність взаємних зв’язків TRPA1- 
та TRPV1-каналів, які можуть впливати на 
їх активність та модулювати дію їх агоністів 
[3, 9, 14]. Так, було показано, що короткотри-
вала активація TRPA1-каналів десенситизує 
TRPV1-канали, і навпаки — короткотрива-
ла активація TRPV1-каналів десенситизує 
TRPA1-канали [10, 22]. Однак, як показують 
наші дослідження та літературні дані [23], 
при пролонгованій активації TRPA1-каналів 
ефект дещо інший. При вже десенситизова-
них TRPV1-каналах така активація TRPA1-ка-
налів призводить до ресенситизації TRPV1-
каналів. 

Іншим важливим фактом,  який ми 
спос терігали, було те, що пролонгова-
на аплікація AITC після десенситиза ції 
TRPV1-каналів капсаїцином не викликала 
каль цієвих транзієнтів або їх амплітуда була 
дуже незначною. Це могло б свідчити про 
відсутність TRPA1-каналів на досліджува-
них клітинах. Однак DRG-нейрони, що були 
відібрані для дослідів, давали виражену 
відповідь на разову коротку аплікацію AITC 
на початку експериментів, що говорить про 
наявність на їх поверхні функціонально ак-
тивних TRPA1-каналів. Таким чином, те, що 
аплікація AITC не спричинила появи каль-
цієвого транзієнта у клітинах із попередньо 
десенситизованими TRPV1-каналами, є ще 
одним доказом взаємодії цих каналів. Як по-
казали наші експерименти, на клітинах, що 
відповідали тільки на специфічний агоніст 
TRPV1-каналів – капсаїцин, і не відпові дали 
на AITC, аплікація останнього не призводи-
ла до ресенсетизації TRPV1-каналів. Також 
виявилось, що за наявності HC-030031, 
здатність AITC викликати ресенситизацію 
TRPV1-каналів втрачалась, що підтверджує 
взаємодію TRPV1- та TRPA1-каналів і що 
саме активація TRPA1-каналів відновлює 
активність (ресенситизацію) TRPV1- ка-
налів.

Рис.4. Вплив антагоніста TRPA1-каналів на процес ресен-
ситизації TRPV1-каналів. Кальцієві транзієнти викликані 
повторними аплікаціями капсаїцину (Caps). Спостері-
гається десенситизація TRPV1-рецепторів. Аплікація ак-
тиватора TRPA1-каналів AITC у продовженій присутності 
їх блокатора HC-030031 (показано лінією) із наступною 
аплікацією капсаїцину та KCl. Моменти аплікації показані 
стрілками
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Згідно з літературними даними, взаємодія 
TRPV1- та TRPA1-каналів може відбуватися 
або безпосередньою взаємодією цих каналів, 
або через залучення вторинних посередників. 
Так, електрофізіологічними дослідженнями 
на рівні функціонування поодиноких каналів 
показано, що існує безпосередня взаємодія 
молекул TRPV1- та TRPA1- каналів [14]. 
Отже, ці результати вказують, що TRPA1- та 
TRPV1-канали можуть безпосередньо взає-
модіяти та утворювати гетеродимери [14, 24].

Серед вторинних посередників, які впли-
вають на активність TRPV1-каналів, було 
показано залучення їх фосфорилювання про-
теїнкіназою С, що активується діацилгліцеро-
лом (DAG). Відомо, що родина TRPV-каналів 
потенціюється фосфорилюванням у спосіб, 
що не залежить від типу активатора [25–27]. 
Показано, що активність поодиноких TRPV1-
каналів збільшується внаслідок їх фосфори-
лювання протеїнкіназою С [27], причому вона 
фосфорилує безпосередньо молекулу каналу 
[25]. Так само фосфорилування впливає і на 
активність мембранних потенціалзалежних 
кальцієвих каналів [28–31]. 

Іншим вторинним посередником, який 
впливає на активність TRPV1-каналів, є 
іони кальцію. Так, було показано, що вони 
відіграють суттєву роль у десенситизації 
TRPV1-каналів [10]. Вважається, що ме-
ханізм де сен ситизації забезпечує кальційза-
лежна фосфатаза кальцинейрин [8]. Цікаво, 
що такий самий механізм кальційзалежного 
приг нічення спостерігався і у потенціал-
залежних кальцієвих-каналів, який також 
забезпечується їх дефосфорилюванням каль-
цинейрином [32, 33]. Таким чином, можна 
припустити, що існує спільний механізм 
потенціації та пригнічення різних родин 
кальцієвих каналів через їх фосфорилюван-
ня/дефосфорилювання.

Слід зазначити, що існують літературні 
дані, котрі вказують на залучення кальцій- 
та фосфорилюваннянезалежних механізмів, 
здатних модулювати активність TRPV1-
каналів. Наприклад, що TRPV1-канали мо-

жуть безпосередньо активуватися DAG без 
участі протеїнкінази С [34]. 

Враховуючи полімодальність TRPV1-
каналів, припускається, що залежно від 
типу стимулу (температура, рН, агоністи) 
можуть бути залучені різні механізми взає-
модії TRPV1- та TRPA1-рецепторів. Таким 
чином, результати наших досліджень разом 
із працями інших авторів [9, 14], вказують на 
наявність взаємодії активностей TRPA1- та 
TRPV1-каналів, що експресуються в ноци-
цептивних нейронах. Отримані результати 
вказують на здатність TRPA1-рецепторів 
ресенсетизувати TRPV1-рецептори. Подаль-
ші дослідження взаємодії згаданих каналів 
дають змогу виявити механізми розвитку 
таких патологічних станів, як діабетична 
нейропатія та больові синдроми при патоло-
гічних процесах. 

A.V. Dragan1, O.A. Petrushenko1, O.P. Burlak1,2, 
E.A. Lukyanetz1,2

EFFECT OF TRPA1 RECEPTOR ACTIVATION 
ON TRPV1 CHANNEL DESENSITIZATION IN 
RAT DORSAL GANGLION NEURONS 

The activity of TRPA1 and TRPV1 channels, their sensitivity 
to selective activators - allyl isothiocyanate (AITC) and cap-
saicin (Caps), especially their interaction were studied. The 
method of microfluorescent microscopy and Ca2+ sensitive 
dye fura- 2AM. Registration of changes in the concentration 
of intracellular Ca2+ was performed by using the ratio of 
fluorescence signals measured at two wavelengths (R = F1/
F2). Researches were conducted on cultured neurons of rat 
dorsal ganglia (DRG neurons). Application of AITC and Caps 
on soma of DRG neurons resulted in an increase in intracel-
lular Ca2+. Consistent repeated Caps applications resulted in 
a significant reduction in the amplitude of Ca2+ transients ( 
desensitization of TRPV1 channels), which accounted 20,7% 
of initial value. Further application of selective TRPA1 chan-
nel agonist (AITC) resulted in restoration of sensitivity to 
capsaicin TRPV1 channels ( resensitization TRPV1 channels). 
Thus, we have established the presence of regulation of TRPV1 
channel activity by TRPA1 channels.
Key words: TRPV1-channels; TRPA1-receptors; calcium; 
DRG-neurons; calcium signaling; capsaicin; allyl isothio-
cyanate.
1O.O.Bogomoletz Institute of Physiology NASU, Kyiv;  
2International Center for Molecular Physiology NASU, 
Kyiv, Ukraine
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А.В. Драган, Е.А. Петрушенко, О.П. Бурлак, 
Е.А. Лукьянец

ВЛИЯНИЕ АКТИВАЦИИ TRPA1-РЕЦЕПТО-
РОВ НА ДЕСЕНСИТИЗАЦИЮ  
TRPV1-КАНАЛОВ В НЕЙРОНАХ  
ДОРСАЛЬНЫХ ГАНГЛИЕВ КРЫСЫ

Исследовали активность TRPA1- и TRPV1-каналов, их 
чувствительность к селективным активаторам – аллили-
зотиоцианата (AITC) и капсаицина, особенности их вза-
имодействия. Использовали метод микрофлуоресцентной 
микроскопии и кальцийчувствительный краситель fura-
2АМ. Изменения концентрации внутриклеточного Ca2+ 
регистрировали с помощью соотношения измеряемых 
сигналов флуоресценции на двух длинах волн ( R = F1/
F2 ). Исследования проводили на культуре нейронов дор-
сальных ганглиев крысы (DRG-нейроны). Показано, что 
аппликация AITC и капсаицина на сому DRG-нейронов 
значительно повышала содержание внутриклеточного 
Ca2+. Последовательная повторная аппликация капсаицина 
существенно снижала интенсивность кальциевых тран-
зиентов (десенсетизация TRPV1-каналов). Дальнейшая 
аппликация AITC, селективного агониста TRPA1-каналов 
восстанавливала чувствительность TRPV1-каналов к 
капсаицину (ресенсетизация TRPV1-каналов), которая 
составляла 20,7% от начального значения. Таким образом, 
мы установили наличие регуляции активности TRPV1-
каналов со стороны TRPA1-каналов.
Ключевые слова: TRPV1-каналы; TRPA1-рецепторы; каль-
ций; DRG-нейроны; кальциевая сигнализация; капсаицин; 
аллилизотиоцианат.
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Вплив пептидоглікану клітинної стінки 
золотистого стафілокока на механізми регуляції 
аденілатциклазною сигнальною системою 
скоротливої активності міометрія щурів
Л.С. Насібян, І.Б. Філіппов
Інститут фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України, Київ; е-mail: phil@biph.kiev.ua

Досліджено вплив пептидоглікану клітинної стінки золотистого стафілокока на окремі ланки 
аденілатциклазної сигнальної системи, що беруть участь у регуляції скоротливої активності 
міометрія щурів. Спонтанні та викликані простагландином F2α скорочення міометрія були 
пригнічені прикладанням неселективного агоніста адренорецепторів норадреналіну та селективного 
агоніста β2-адренорецепторів сальбутамолу, після чого аплікація на їх тлі пептидоглікану повністю 
відновлювала скоротливу активність. Те саме відбувалось при активації аденілатциклази форсколіном. 
Коли ж за допомогою прикладання 8-бром-цАМФ або неселективного блокатора цАМФ-залежних 
фосфодіестераз папаверину внутрішньоклітинний вміст циклічного аденозинмонофосфату (цАМФ) 
був підвищений, а скоротливість міометрія пригнічена, пептидоглікан не проявляв моделювальних 
властивостей. За умов активації Gs-білка холерним токсином пептидоглікан відновлював 
спонтанну активність та посилював простагландинвикликані скорочення. За умов деактивації 
коклюшним токсином Gi/о-білків він втрачав здатність поновлювати спонтанну і викликану 
скоротливу активність міометрія, що були пригнічені прикладанням агоністів β-адренорецепторів 
або форсколіну. Отже, вплив пептидоглікану на скоротливість міометрія щурів пов’язаний з 
його здатністю призводити до швидкої десенситизації аденілатциклази внаслідок збільшення 
функціональної активності Gi-білка.
Ключові слова: пептидоглікан; золотистий стафілокок; міометрій; скоротливість; аденілатциклазна 
сигнальна система; G-білки.
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ВСТУП

Особливості скоротливої діяльності міоме-
трія зумовлюють репродуктивну здатність 
матки, нормальний матково-плацентарний 
кровообіг, трофіку самого міометрія під час 
вагітності та поза неї, зміщення та розтяг-
нення м’язових шарів матки при розвитку 
вагітності, а також адекватні зміни усіх її 
шарів при підготовці до пологів [1]. Один з 
важливих механізмів регуляції скоротливості 
міометрія контролюється аденілатциклазною 
системою (АЦС), яка завдяки кальційчутли-
вим аденілатциклазам (АЦ) функціонально 
пов’язана з обміном Са2+. 

АЦС локалізована в плазматичній мемб-
рані клітини та складається з функціональ-
них блоків трьох типів: мембранних рецеп-
торів (рецепторний компонент), гуано-
зинтрифосфатзв’язувальних білків (G-білків) 
і власне АЦ (каталітичний компонент), кожен 
з яких представлений у клітині різними 
підтипами або ізоформами. Gs-, Gо- та Gi-
підродини G-білків відіграють роль ланки, 
яка є сполучником між активованим рецеп-
тором і АЦ, відповідальної за зміну концен-
трації циклічного аденозинмонофосфату 
(цАМФ) у клітині. У міометрії активність 
АЦ індукується ендогенними агоністами 
(катехоламіни, простагландини тощо) при 
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активації β2-адренорецепторів і рецепторів 
до простагландину Е2, які спряжені з Gs-
білком. [2]. 

Популяції різних підтипів адренорецеп-
торів, які являють собою перший функціо-
наль ний блок АЦС, неоднаково представлені 
в різних шарах міометрія. У циркулярному 
шарі переважають α-адренорецептори, сти-
му ляція яких спричинює скорочення міомет-
рія, тоді як у повздовжньому - β-адренорецеп-
тори (85% - β2-тип), активація яких його 
розслаблює [3 - 5]. 

Згідно з даними мікробіологічних дос-
лід жень, 25–40 % передчасних пологів 
зумовлені внутрішньоматковою інфекцією 
[6]. Вважається, що саме вона запускає 
цей процес через активацію вродженого 
(неспецифічного) імунітету. Розпізнавання 
мікроорганізмів може відбуватися за участю 
Тoll-подібних рецепторів (TLR), які у свою 
чергу сприяють напрацюванню таких проза-
пальних хемокінів і цитокінів як інтерлейкин-
8(IЛ-8), інтерлейкін-1β(IЛ-1β) і фактор 
некрозу пухлин-α(ФНПα) [7]. 

Функції клітини-хазяїна часто порушують 
бактерії зміною внутрішньоклітинної кон-
центрації цАМФ. Ферменти, що беруть 
участь у кожному етапі метаболізму цАМФ, 
у тому числі Gs-, Gi/o-білки, аденілатциклаза 
та фосфодіестерази є мішенями для різних 
патогенів [8, 9].

У плаценті людини виявлені TLR 1-10, 
а в клітинах епітелію амніону і міометрія 
-TLR 2. Показано, що експресія останніх 
помітно зростає під час пологів, у тому числі 
передчасних [10]. Відомо, що TLR 2 можуть 
бути залучені у патогенез репродуктивних 
розладів і хронічних запальних процесів, 
оскільки здатні розпізнавати широкий спектр 
бактеріальних продуктів, включаючи компо-
ненти клітинної стінки грампозитивних 
бактерій: пептидоглікан, тейхоєві кислоти 
та ліпопротеїни. Нами було показано, що 
вплив пептидоглікану як агоніста TLR 2 на 
скоротливу активність міометрія залежить 
від гормонального фону [12].

Метою нашої роботи було з’ясувати ме-
ха нізм впливу пептидоглікану золотистого 
ста філокока на регуляцію аденілатциклазною 
сиг нальною системою скоротливої актив-
ності міометрія щурів.

МЕТОДИКА

Експерименти проводили на смужках міо-
метрія статевозрілих самиць-щурів лінії Віс-
тар масою 200-250 г при дотримуванні поло-
жень Кон венції з біоетики Ради Європи [Страс-
бург, 1986]. Для моделювання псевдовагіт-
ності тварини отримували препарат естро гену 
за допомогою одноразового перорального 
введення 17-β-естрадіолу в дозі 1 мкг на 
тварину протягом 2 діб («Schering», Ні-
меччина), після чого їм щоденно вводили 
підшкірно медроксипрогестерон у дозі 
0,2 мг на тварину («Пфайзер», Бельгія). 
Загальна тривалість введення препарату 
естрогену становила 22 доби, що відповідає 
середній тривалості вагітності у щурів. Ви-
користана послідовність введення спочатку 
17-β-естрадіолу сприяє збільшенню щільності 
рецепторів прогестерону, а подальші зміни 
морфології матки зумовлюються тільки 
послідовною дією прогестерону. Такий 
підхід дає можливість відтворити повну 
морфологічну картину вагітної матки з 
характерною для неї функціональною пролі-
ферацією ендометрія, гіпертрофією міоме-
трія та утворенням щілинних контактів між 
гладеньком’язовими клітинами (ГМК) [11].

Самиць щурів було розділено на три групи 
по 15 тварин у кожній: до І (контрольної) 
групи увійшли тварини, що отримували лише 
препарат естрогену, до ІІ - псевдовагітні на 
14-ту добу та до ІІІ – на 22-гу добу гестації. 
Усіх тварин наркотизували ефіром та дека-
пітували. Роги матки швидко видаляли і 
поміщали в нагрітий (37° С), оксигенований 
(95% O2 і 5% CO2) розчин Кребса (ммоль/л): 
NaCl - 120,4, KCl - 5,9, CaCl2 - 1,8, MgCl2 
- 1,2, NaH2PO4 - 1,2, NaHCO3 - 15,5, глюко-
за - 11,5 (рН 7,4). Після того, як їх розрізали 

Вплив пептидоглікану клітинної стінки золотистого стафілокока



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2016, Т. 62, № 1 27

Л.С. Насібян, І.Б. Філіппов

уздовж, очищали від сполучної тканини та 
ендометрію, нарізали смужки довжиною 0,7 
- 1,0 см і шириною 0,2 - 0,3 см та поміщали в 
проточну камеру, в якій один кінець препара-
ту був зафіксований нерухомо, а другий – 
прикріплений до ємнісного датчика сили з 
базовим навантаженням 3 мН. Скоротливу 
активність записували через аналогово-
цифровий перетворювач на комп’ютер і 
паралельно на чорнильний самописець. Про 
характер скорочень гладеньких м’язів (ГМ) 
матки й впливу на них пептидоглікану судили 
за їхньою середньою частотою та амплітудою 
протягом 10 хв. Скоротливу активність матки 
оцінювали в одиницях Монтевідео (MU) [12]. 
Для ідентифікації участі G-білків у ефектах 
пептидоглікану використовували коклюшний 
та холерний токсини. Коклюшний екзоток син, 
ізольований з культури Bordetella pertussis, 
використовується для інактивації Gi/o-білків. 
Субодиниця А холерного токсину, ізольована 
з Vibrio cholerare, викликає АДФ-рибозилю-
вання залишку аргініну в α-субодиниці Gs-
білка, пригнічуючи ГТФазу й зберігаючи цю 
субодиницю в безупинно активованому стані. 
Останнє збільшує каталітичну активноіть 
аденілатциклази, що призводить до значного 
зростання внутрішньоклітинного вмісту 
цАМФ, а також зниження її реакції на 
дію гормонів. Смужки міометрія щурів до 
експериментів витримували в нормальному 
розчині Кребса зі зниженим вмістом Са2+ (1,25 
ммоль/л) та Mg2+(0,6 ммоль/л) з додаванням 6 
мкг/мл коклюшного або холерного токсинів 
при 36ºС протягом 15 - 18 год. Також для 
активації аденілатциклази використовували 
форсколін (1, 10 мкмоль/л). Всі досліджувані 
речовини були від фірми “Sigma-Aldrich” 
(США). Пептидоглікан розводили в 0,9%-
му розчині NaCl у концентрації 2 мг/мл та 
додавали до розчину Кребса із розрахунку 
0,003 мг/мл. Простагландин F2α, попередньо 
розчинений в етанолі в базовій концентрації 
20 ммоль/л, додавали до розчину Кребса 
в концентрації 10 мкмоль/л. Для активації 
β-адренорецепторів повздовжніх м’язів 

матки використовували неселективний агоніст 
норадреналін (10 мкмоль/л) та селективний 
агоніст до β2- адренорецепторів сальбутамол  
(1 мкмоль/л), які вводили в розчин Кребса пе-
ред аплікацією. Також використовували мемб-
ранопрониклий аналог цАМФ 8-бром-цАМФ 
(10 мкмоль/л) та блокатор цАМФ-за леж них 
фосфодіестераз папаверин (1 мкмоль/л).

Для кожного типу експерименту резуль-
тати усереднювали і наводили у вигляді 
середнє ± стандартна похибка середнього з 
позначенням числа смужок «n», на яких вони 
отримані. Статистичне порівняння значень 
під впливом пептидоглікану, простагландину 
F2α та контрольних проводили за допомогою 
парного критерію t Стьюдента, а між групами 
за допомогою однофакторного дисперсійного 
аналізу ANOVA з поправкою Бонферроні.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Показано, що в усіх трьох групах норадре-
налін зменшував амплітуду і тривалість 
спонтанних скорочень міометрія та не 
змінював їхню частоту (рис. 1). Амплітуда 
спонтанних скорочень у невагітних тварин 
зменшувалася на 83,03 ± 0,29 %, у псевдо-
вагітних на 14-ту добу – на 84,43± 0,93 %, а 
наприкінці гестації – на 63,49 ± 5,85% порів-
няно з контролем.

Виявилося, що під впливом норадрена-
лі ну (після попередньої 30-хвилинної дії 
пептидоглікану) сила скорочення міометрія 
у щурів І групи збільшилася на 3,4± 0,26 %, ІІ 
групи зменшилася на 27,06±0,55 %, а ІІІ 
- зросла на 48,51± 0,55 % віднос но конт-
ролю. Частота скорочень мала незначні 
зміни як під дією пептидоглікану, так і при 
подальшому прикладанні норадреналіну на 
його тлі. У тварин І та III груп при сумісній 
дії норадреналіну та пептидоглікану значен-
ня амп літуд скорочень були більші порівня но 
з конт ролем (див. рис. 1). 

Різницю у скоротливій активності міомет-
рія щурів між трьома групами тварин під 
дією пептидоглікану та при його сумісній 
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дії з норадреналіном добре видно при зіс-
тавленні показника скоротливого індексу 
MU (рис. 2). Пептидоглікан у трьох групах 
тварин статистично вірогідно збільшував 
MU, а саме: у І групі - на 13,2±0,73 %, у 
ІІ - на 34,58±2,63 % та у ІІІ – на 57,01±2,49 
% відносно контролю. На тлі сумісної дії 
пептидоглікану та норадреналіну значення 
MU для тварин І та ІІ груп зменшувалися 
щодо контролю на 9,53±1,22 та 27,06±1,55 % 
відповідно. Для ІІІ групи тварин значення 
MU, навпаки, перевищувало контрольне на 
29,95±2,89 %. Таким чином, пептидоглікан 
пригнічує гальмівну дію норадреналіну на 
спонтанні скорочення міометрія як у нева-
гітних, так і у псевдовагітних щурів внас-
лідок підсилення скоротливої актив ності.

Оскільки відповіді м’язових смужок мат-
ки від псевдовагітних та невагітних щурів 

Рис. 1. Вплив пептидоглікану клітинної стінки золотистого стафілокока на викликане норадреналіном пригнічення 
спонтанних скорочень міометрія щурів: а - тварини, яким вводили препарат естрогену, б - щури на 14-ту та в- на 20-ту 
добу псевдовагітності. 1 - пригнічення спонтанної активності під дією норадреналіну; 2 - дія норадреналіну на 30-й 
хвилині аплікації пептидоглікану

Рис. 2. Зміни активності матки щурів під дією нор-
адреналіну та пептидоглікану. І – щури, після прийому 
пре парату естрогену; ІІ і ІІІ – щури на 14-ту та 20-ту до бу 
псев довагітності. Значення одиниць Монтевідео в конт ролі 
(1), під дією норадреналіну (2) і пептидоглікану (3) та при 
суміс ній їх дії (4); приведені середні значення ± середня 
по хибка, n=15 для кожного випадку; *Р<0,0125 порівняно 
з контролем
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бу ли подібні, подальші експерименти прово-
дили на міометрії тварин, які попередньо 
отримували лише препарат 17-β-естрадіол. 

Для того, щоб виявити, чи реалізується 
блокувальний ефект пептидоглікану на 
розслаблення простагландиніндукованих 
ско рочень міометрія, викликаних різними 
активаторами АЦС, крім неспецифічного 
аго ніста адренорецепторів норадреналіну, ми 
використали також сальбутамол, селектив ний 
агоніст β2-адренорецепторів, та форс колін, 
пря мий активатор аденілатциклаз. Під дією 
цих речо вин амплітуда та тривалість викли ка-
них скорочень міометрія зменшувалися. Од-
нак прикладання пептидоглікану нівелювало 
їхню гальмівну дію: скоротливість у більшості 
випадків відновлювалася майже до вихідних 
значень (рис. 3). 

Оскільки бактеріальні патогени можуть 
впливати безпосередньо на різні ланки 
проведення сигналу АЦС від рецептора 
до ефектора, результати наступної серії 
досліджень мали показати, чи впливає 
пептидоглікан на активність Gs- та Gi/o-

білків, а також на розслаблення ГМ матки. 
Для з’ясування ролі G-білків в ефектах 
пептидоглікану досліди проводили після 
тривалого витримування смужок міометрія в 
розчині Кребса з додаванням холерного або 
коклюшного токсинів. Активація Gs-білка 
холерним токсином зменшувала амплітуду 
спонтанних скорочень до 0,5 - 1 мН, та 
ніяк не перешкоджала стимулювальній дії 
пептидоглікану. Скоротлива активність під 
його впливом зростала в середньому у 8 
разів відносно контролю (рис. 4, а1). Слід 
зазначити, що прикладання простагландину 
F2α теж активувало скоротливу активність, 
яку пептидоглікан дещо підсилював. Амплі-
туда викликаних пептидогліканом скорочень 
збільшувалася внаслідок зниження базаль ного 
тонусу. Відновлення простагландином F2α 
скоротливої активності ГМ матки, попередньо 
оброблених холерним токсином, відбувається, 
очевидно, внаслідок кальційіндукованого 
пригнічення активності аденілатциклаз [13], 
а дія пептидоглікану за цих умов, можливо, 
зумовлена іншим механізмом.

Рис. 3. Блокування пептидогліканом розслаблення міометрія щурів, викликаного активацією β2-адренорецепторів або 
аденілатциклази. Типові реєстрації відновлення пептидогліканом, пригнічених норадреналіном (1), сальбутамолом (2) 
і форсколіном (3) скоротливих реакцій міометрія щурів, викликаних прикладанням простагландину F2α

Л.С. Насібян, І.Б. Філіппов
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При обробці смужок міометрія коклюш-
ним токсином аплікація сальбутамолу або 
форсколіну зменшувала спонтанні скоро-
чення на 80, а викликані – в середньому 
на 75 %. Прикладання пептидоглікану на 
тлі сальбутамолу або форсколіну, як у разі 
спонтанних або викликаних скорочень, 
не відновлювало скоротливої активності 

міометрія (див. рис. 4, б). Отже, за умов 
інактивації Gi/о-білків коклюшним токсином 
пептидоглікан не виявив стимулювальних 
властивостей. Останнє свідчить про його 
здатність прямо чи опосередковано активу-
вати саме цей клас G-білків, що призводить 
до пригнічення активності аденілатциклаз 
міометрія. 

Рис. 4. Вплив пептидоглікану на скорочення міометрія щурів, попередньо оброблених холерним (а) та коклюшним (б) 
токсинами. На а: спонтанна скоротлива активність (1) і скорочення, викликане прикладанням простагландину F2α (2). 
Пунктирна лінія під кривою скорочення – вихідний рівень базального тонусу. На б: спонтанна скоротлива активність 
(1, 2); скорочення, активовані прикладанням простагландином F2α (3, 4)
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Збільшення внутрішньоклітинного вміс-
ту цАМФ аденілатциклазою стимулює ак-
тивність протеїнкінази-А (ПК-А), що при-
зводитиме: 1) до фосфорилювання легких 
ланцюгів міозину, знижуючи спорідненість 
цього ферменту до комплексу кальцій−
кальмодулін; 2) активації кальційзалежних 
калієвих каналів великої провідності або 
інактивації потенціалзалежних кальцієвих 
каналів; 3) фосфорилювання Rho-кінази 
тощо [13]. Врешті кожна з цих подій роз-
слаблюватиме міометрй. Враховуючи вище-
згадане, дослідили дію пептидоглікану на 
скоротливість міометрія за умов підвищено-
го внутрішньоклітинного вмісту цАМФ у 
гладеньком′язових клітинах матки, яке не 
пов’язане з активацією зв’язаної з рецепто-
ром аденілатциклази. Для цього використали 
мембранопрониклу форму цАМФ 8-бром-
цАМФ та блокатор цАМФ-залежних фосфо-
діестераз папаверин. З рис. 5 видно, що 
8-бром-цАМФ пригнічує спонтанну і викли-
кану скоротливу активність, яка після 
прик ладання пептидоглікану залишалася 
нез мін ною. У разі блокування цАМФ-залеж-

них фосфодіестераз папаверином він теж 
не відновлював скорочення (див. рис. 5,1). 
Таким чином пептидоглікан не впливає 
на механізми розслаблення ГМ матки ак-
тивованими цАМФ.

Відомо, що β2-адренорецептори експре-
совані на багатьох типах клітин, що беруть 
участь в імунорегуляції, включаючи клі-
тини неімунної системи зі здатністю вик-
ли кати імунну відповідь (клітини глії та 
ендотелію, фібробласти тощо). Відпо від-
но до сучасних поглядів [14] при акти-
ва ції β-адренорецепторів, спряжених з 
Gs-білком, міометрій розслаблюється внас-
лідок підвищення внутрішньоклітинного 
вмісту цАМФ, зумовленого стимуляцією 
аденілатциклази. Цей фермент діє як вто-
ринний посередник, здатний активувати 
ПК-А або ЕРАС − обмінні білки, що прямо 
активуються цАМФ. ПК-А відноситься 
до внутрішньоклітинних ферментів АЦС 
та каталізує процес фосфорилювання за 
серином або треоніном цитоплазматичні 
мітогенактивовані протеїнкінази р38 (р38 
МАПК) або проникає в ядро і фосфорилює 

Рис. 5. Відсутність впливу пептидоглікану на розслаблення міометрія щурів, зумовлена дією 8-бром-цАМФ або 
папаверину. 1 і 2 – спонтанна скоротлива активність міометрія; 3 – скорочення міометрія, викликане прикладанням 
простагландину F2α

Л.С. Насібян, І.Б. Філіппов
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цАМФ-залежний транскрипційний фактор 
CREB (від англ. cAMP response element-
binding protein), в той час як білки ЕРАС-1 
і ЕРАС-2 додатково трансформують сиг-
нали з залученням малих Ras-подібних 
ГТФаз. У клітинах міометрія підвищення 
внутрішньоклітинного вмісту цАМФ за-
лежно від гормонального статусу тварини 
може призводити до МАПК-залежного 
збіль шення експресії циклооксигенази-2 
та син тезу простагландинів Е2, І2 та F2α 
[15]. Наші результати показали, що пеп ти-
до глікан не має впливу на меха ніз ми пе-
редачі внутрішньоклітинної сигналізації, 
активованої цАМФ/ПК-А. 

Також ми виявили, що активація Gs-білка 
за допомогою холерного токсину не впливала 
на утеротонічні властивості пептидогліка-
ну. Навпаки, за умов інактивації Gi/o-біл-
ків коклюшним токсином пептидоглікан 
втрачав здатність активувати скорочення 
міометрія. Гетеротримерні регуляторні Gi-
білки гальмівного класу теж можуть бути 
залучені у передачу внутрішньоклітинних 
сигналів від мікробних подразників. Відомо, 
що ліпополісахариди здатні прямо активу ва-
ти Gαi-білки [16,17]. Gαi2-білки є важливим 
негативним регулятором запалення [18]. 
Під дією трансформуючого фактора росту 
β Gi-білок активує ERK 1/2, що призводить 
до пригнічення ліпополісахаридіндукованої 
запальної реакції внаслідок блокування 
сигнальної ланки ядерного фактора κβ і р38 
МАПК.

Таким чином,  зміни в скоротливій 
актив ності міометрія щурів контрольної 
групи агоністом TLR-2 пептидогліканом 
клітинної стінки золотистого стафілокока 
зумовлені швидкою десенситизацією аде-
ні латциклази внаслідок збільшення функ-
ціональної активності Gi-білка. Отже, ми 
визначили, що зниження чутливості АЦС до 
гормонів при інфікуванні лежить в основі 
розвитку патологічних змін в репродуктив-
ній системі.

Л.С. Насибян, И.Б. Филиппов

ВЛИЯНИЕ ПЕПТИДОГЛИКАНА 
КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКИ ЗОЛОТИСТОГО 
СТАФИЛОКОККА НА МЕХАНИЗМЫ 
РЕГУЛЯЦИИ АДЕНИЛАТЦИКЛАЗНОЙ 
СИГНАЛЬНОЙ СИСТЕМОЙ 
СОКРАТИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 
МИОМЕТРИЯ КРЫС

Исследовано влияние пептидогликана клеточной стен-
ки золотистого стафилококка на отдельные звенья 
аденилатциклазной сигнальной системы, участвующих 
в регуляции сократительной активности миометрия 
крыс. Спонтанные и вызванные простагландином 
F2α сокращения миометрия были подавлены прило-
жением неселективного агониста адренорецепторов 
норадреналина и селективного агониста β2-адрено-
рецепторов сальбутамола, после чего аппликация 
на их фоне пептидогликана приводила к полному 
восстановлению сократительной активности. То же самое 
происходило при прямой активации аденилатциклазы 
форсколином. Когда же с помощью 8-бром-цАМФ 
или приложением неселективного блокатора цАМФ-
зависимых фосфодиэстераз папаверина внутриклеточное 
содержание циклического аденозинмонофосфата (цАМФ) 
было повышено, а сократимость миометрия угнетена, 
пептидогликан не проявлял модулирующего действия. 
В условиях активации Gs-белка холерным токсином 
пептидогликан восстанавливал спонтанную активность 
и усиливал простагландинвызванные сокращения. 
При деактивации коклюшным токсином Gi/о- белков 
он терял способность восстанавливать спонтанную и 
вызванную сократительную активность миометрия, 
которые были подавлены приложением агонистов 
β-адренорецепторов или форсколином. Сделан вывод, 
что влияние пептидогликана на сократимость миометрия 
крыс связано с его способностью приводить к быстрой 
десенситизации аденилатциклазы за счет увеличения 
функциональной активности Gi-белка. 
Ключевые слова: пептидогликан; золотистый стафилокок-
ка; миометрий; сократимость; β-адренорецепторы; 
G-белки; аденилатциклазная сигнальная система; G-белки.

L.S. Nasibyan, I.B. Philyppov

EFFECT OF PEPTIDOGLYCANE OF 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS CELL WALL 
ON THE MECHANISM OF REGULATION 
OF CONTRACTILE ACTIVITY OF RAT 
MYOMETRIUM BY ADENYLATE CYCLASE 
SYSTEM

The revue deals with the role of each component of adenylate 
cyclase regulatory system in the rat myometrial contractile 
activity modulation by the peptidoglycane of Staphylococcus 

Вплив пептидоглікану клітинної стінки золотистого стафілокока
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aureus. Noradrenalin and salbutamol were used to investi-
gate peptidoglycane impact on the myometrial β-adrenergic 
receptors. It was shown that inhibited by these substances 
myometrial contractility increased to the initial level after pep-
tidoglycane application. The same effect we observed under 
the cAMP level elevation by forscolin. Peptidoglycan’s ability 
to strengthen contractions was inhibited by the 8-brom-cAMP 
and papaverine application. Stimulation of Gs-protein by the 
cholera toxin didn’t influence on the peptidoglycane effect 
while the blocking of Gi/o-protein by the pertussis toxin caused 
stopping it’s manifestation. We concluded that the modulating 
effect of peptidoglycane implemented via Gi/o-protein activa-
tion, which causes adenilatcyclase desensitization. 
Key words: peptidoglycane; Staphylococcus aureus; 
myometrium; contractility; β-adrenoceptors; adenylate cyclase 
regulatory system; G-protein.

O.O.Bogomoletz Institute of Physiology of the National 
Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv.
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Реакція організму на гостру гіпоксичну пробу  
у здорових людей і осіб з переддіабетичними  
порушеннями вуглеводного обміну
О.В. Коркушко, В.Б. Шатило, В.П. Чижова, С.С. Наскалова, Є.Д. Осьмак,  
А.В. Грем´яков, І.А. Антонюк-Щеглова, Г.В. Гавалко, Н.С. Наумчук 
ДУ “Інститут геронтології ім. Д.Ф. Чеботарьова НАМН України”, Київ;  
e-mail: vshatilo@ukr.net, vchizhova@ukr.net

Метою дослідження було з’ясувати особливості реакції організму на гостру гіпоксичну пробу у осіб 
з переддіабетичними порушеннями вуглеводного обміну. Обстежено 22 здорові особи та 18 осіб з 
переддіабетичними порушеннями вуглеводного обміну віком від 50 до 74 років. Всім проведено гостру 
гіпоксичну пробу (дихання газовою сумішшю з 12 % кисню тривалістю до 20 хв) з моніторуванням 
сатурації крові (SpO2), частоти дихання, артеріального тиску, частоти серцевих скорочень; стан-
дартний глюкозотолерантний тест (ГТТ) з визначенням концентрації в плазмі глюкози та інсуліну. 
У хворих виявлено більш значне зниження SpO2 і менш ефективне функціонування дихальної та 
серцево-судинної системи при дозованій гіпоксичній пробі, ніж у здорових осіб. Після перерозподілу 
обстежених залежно від ступеня зниження SpO2 при дозованій гіпоксичній пробі на підгрупи із задо-
вільною стійкістю до гіпоксії (1-ша підгрупа, SpO2 більше ніж 80 %) та зі зниженою (2-га підгрупа, 
SpO2 80 % або менше) встановлено, що у 2-й підгрупі вміст глюкози натще та через 2 год ГТТ 
значно вищий, ніж у осіб 1-ї підгрупи. Отримані результати свідчать про наявність взаємозв’язку 
реакції організму на гіпоксію, зокрема ступеня артеріальної гіпоксемії при гострій гіпоксичній пробі 
та показників глікемії натще і при стандартному ГТТ. Хворі з переддіабетичними порушеннями 
вуглеводного обміну характеризуються більш низькою стійкістю до гіпоксичної гіпоксії. 
Ключові слова: переддіабетичні порушення вуглеводного обміну; глюкозотолерантний тест; ін-
сулінорезистентність; гіпоксія. 

ВСТУП

Нині в світі нараховують близько 314 млн. 
осіб з переддіабетичними порушеннями 
(глікемії натще та толерантності до глюкози) 
вуглеводного обміну і за прогнозами їх чи-
сельність збільшиться майже в 1,5 раза [1]. 
З віком зростає частота виявлення не лише 
переддіабетичних порушень (від 8,8% у чоло-
віків і 11% у жінок середнього віку до 24,3% 
у чоловіків і 34,7% у жінок старших за 85 ро-
ків), а і цукрового діабету (ЦД) 2-го типу [2, 
3]. За даними епідеміологічних досліджень, 
у групі пацієнтів з переддіабетом перехід в 
ЦД 2-го типу в середньому становить 5% на 
рік (від 3,6 до 8,7%) [3]. Крім того, передді-

абетичні порушення є значущим фактором 
ризику серцево-судинних захворювань [3, 
4]. Тому актуальною є розробка та впрова-
дження методів їх корекції у людей літнього 
віку. Відомо, що з віком зростає чутливість 
і знижується стійкість організму до нестачі 
кисню: знижується вміст вільного кисню в 
тканинах та підвищується - недоокиснених 
продуктів в організмі, зростає поглинання 
кисню з гіпероксичних газових сумішей, 
активуються реакції гліколізу [5, 6]. При гі-
поксії в старечому віці тканини перебувають 
в більш несприятливих умовах, що викли-
кає включення компенсаторних механізмів, 
спрямованих на підтримку гомеостазу. Проте 
при збільшенні інтенсивності гіпоксичного 
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впливу компенсаторні реакції в старості є 
недостатніми для підтримки кисневого пос-
тачання тканин, що призводить до зменшення 
парціального тиску кисню (рO2) нижче від 
критичного рівня [7, 8]. 

Таким чином, дані літературних джерел 
та результати власних досліджень свідчать, 
з одного боку, про наявність зниженої стій-
кості до гіпоксії у людей літнього віку [9-12]. 
З іншого боку, значно частіше виявляються 
переддіабетичні порушення вуглеводного 
обміну. Однак в літературі відсутні дані про 
зв’язок між станом вуглеводного обміну та 
реакцією організму на гіпоксію, а також між 
стійкістю до гіпоксії та розвитком переддіа-
бетичних порушень вуглеводного обміну у 
людей літнього віку. 

Мета нашого дослідження - з’ясувати 
особливості реакції організму на гостру 
гіпоксичну пробу у осіб з переддіабетичними 
порушеннями вуглеводного обміну.

МЕТОДИКА

Клінічне дослідження проведено відповідно 
до законодавства України і принципів Гель-
сінської Декларації з прав людини. Програ-
ма дослідження, інформація для пацієнта і 
форма інформованої згоди на участь у до-
слідженні розглянуті і ухвалені на засіданні 
комісії з питань етики клінічного відділу ДУ 
«Інститут геронтологоії ім. Д.Ф. Чеботарьо-
ва НАМН України» (протокол № 9 від 11 
червня 2013 р.). Своє добровільне рішення 
про участь у дослідженні пацієнт підтверд-
жував підписом у формі інформованої згоди. 
Практично здорові люди віком від 50 до 74 
років були госпіталізовані в клініку ДУ «Ін-
ститут геронтології ім. Д. Ф. Чеботарьова 
НАМН України», де їм проведено комплексне 
клініко-лабораторне обстеження, оральний 
глюкозотолерантнй тест, гостру гіпоксичну 
пробу. 

Переддіабетичні порушення вуглеводного 
обміну виявляли стандартним глюкозотоле-
рантним тестом (ГТТ) за методикою ВООЗ 

(WHO Consultation, 1999) та Американсь-
кої асоціації з вивчення цукрового діабету 
(American Diabetes Association/ADA, 1997) 
[13]. Дослідження проводили на фоні не 
менш ніж 3-денної звичайної (лікарняної) 
дієти (вміст вуглеводів 250-300 г) і звичайної 
фізичної активності. Перший забір венозної 
крові для визначення вмісту глюкози здійс-
нювали вранці натще після 10-14-ї години 
нічного голодування. Потім обстежуваний 
протягом 3 хв випивав 75 г глюкози, розчине-
ної в 250 - 300 мл води, забір венозної крові 
повторювали через 30, 60 та 120 хв. 

Вміст глюкози сироватки крові визначали 
глюкозооксидазним методом на напівавтома-
тичному біохімічному аналізаторі BTS – 330, 
використовуючи реагенти «Глюкоза» набору 
«Bio LATEST Lachema Diagnostica. Референт-
ні концентрації глюкози, виміряні в сироватці 
крові цим методом, становлять 4,2-6,2 моль/л. 

Відповідно до рекомендацій ADA (1997) 
толерантність до глюкози вважали нормаль-
ною, якщо її вміст у плазмі венозної крові 
через 2 год після навантаження був менше 
ніж 7,8 ммоль/л. Якщо він був менше ніж 
7,0 ммоль/л, але через 2 год перебував у 
межах від 7,8 до 11,1 ммоль/л, то цей стан 
класифікували як порушення толерантності 
до глюкози (ПТГ) незалежно від віку обсте-
жених [13].

Артеріальний тиск (АТ) вимірювали ртут-
ним сфігмоманометром Erkameter 3000 (Ні-
меч чина) на плечовій артерії на обох ру ках 
три чі з інтервалом більше ніж 1 хв відповідно 
до рекомендацій ESH у стані спокою після 
5-хвилинного відпочинку. Визначали середнє 
арифметичне значення цього показника. 

Вміст інсуліну в плазмі крові дослід-
жували імуноферментним методом викори-
стовуючи набір DRG Insulin ELISA (DRG 
Instruments GmbH, Німеччина). Для визна-
чення інсулінорезистентності (ІР) застосову-
вали метод розрахунку його індексу HOMA-
IR (Homeostasis Model Assessment for Insulin 
Resistance) за формулою [14]: 

HOMA-IR = (вміст глюкози плазми нат-
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ще, ммоль/л х вміст інсуліну плазми натще, 
мкМО/мл) / 22,5. Цей індекс тісно корелює 
із результатами еуглікемічного klamp-тесту. 
Значення індексу HOMA-IR 2,77 ум.од. та 
більше є одним із широко застосовуваних у 
клінічних дослідженнях маркерів інсуліно-
резистентності. 

Для оцінки реакції організму на гіпок-
сичний стимул не раніше ніж через 24 год 
після ГТТ проводили гостру гіпоксичну 
пробу: вранці, через 2-3 год після сніданку. 
Тривалість гіпоксичного впливу була 20 хв, 
вихідного і відновлювального періодів – по 5 
хв. Стан ізокапнічної нормобаричної гіпоксії 
викликався вдиханням готової стандартизо-
ваної газової суміші зі зниженим вмістом 
кисню (12% O2 і 88% N2). При проведенні 
гострої гіпоксичної проби щохвилини виз-
начали рівень SpO2, кожні 2 хв реєстрували 
частоту дихання, частоту серцевих скорочень 
та АТ. Забори венозної крові для визначення в 
плазмі вмісту глюкози та інсуліну проводили 
безпосередньо перед та на 18-20-й хвилині 
гіпоксичної проби. Сатурацію крові (SpO2) 
реєстрували за допомогою монітора «ЮМ-
300» фірми «ЮТАС» (Україна) пульсоксиме-
тричним методом. 

Враховуючи те, що показники мали роз-
поділ, наближений до нормального, результати 
тесту наведено у форматі M±m. Їх статистичну 
обробку виконували за допомогою програми 
Statistica 6,0 for Windows (“StatSoft”, США). 
Ві рогідність різниці між групами оцінювали 
за допомогою критерію t Стьюдента. Різниці 
вважалася значимими при P<0,05 [15]. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

До групи з переддіабетичними порушеннями 
вуглеводного обміну відібрано 18 осіб, у яких 
концентрація глюкози в плазмі натще була 
в межах від 5,6 до 6,9 ммоль/л (ізольоване 
порушення глікемії натще) та /або через 
120 хв ГТТ становила від 7,8 до 11 ммоль/л 
(порушення толерантності до глюкози). До 
групи здорових людей увійшли 22 особи, у 
яких концентрація глюкози в плазмі натще 
була менше ніж 5,6 ммоль/л, а через 120 хв 
ГТТ менше ніж 7,8 ммоль/л (табл. 1). 

Групи не відрізнялися за віком, спів-
відношенням кількості чоловіків і жінок, 
масою тіла, індексом маси тіла, обхватом 
талії. Водночас у групі з переддіабетичними 
порушеннями вуглеводного обміну концен-

Таблиця 1. Характеристика груп обстежених людей 

Показники
Здорові люди 

(n=22)

Люди з переддіабетичними 
порушеннями вуглеводного 

обміну (n=18)
Вік, роки 64,7±2,7 60,8±2,8
Маса тіла, кг 83,3±4,3 79,6±3,3
Індекс маси тіла, кг.м-2 29,6±0,9 29,2±0,6
Обхват талії, см 98,0±2,6 93,9±1,7
Концентрація глюкози в плазмі крові, ммоль.л-1

     натще 4,8±0,2 5,8±0,2 *
     через 30 хв глюкозо-толерантного тесту (ГТТ) 7,5±0,4 7,7±0,6
     через 60 хв ГТТ 6,5±0,5 8,5±0,9 *
     через 120 хв ГТТ 5,0±0,3 8,1±0,8 *
Площа під кривою концентрації глюкози, ммоль.л-1.хв-1 709±44 962±62 *
Концентрація інсуліну в плазмі крові, мкОД . мл-1

     натще 8,8±0,6 11,7±3,2
     через 120 хв глюкозо-толерантного тесту 11,4±1,5 43,3±14,3 *
Індекс інсулінорезистентності HOMA-IR, ум. од. 1,9±0,1 3,4±0,6 *

Примітка. Тут і в табл.2 і 5 * P < 0,05 порівняно із здоровими людьми.

Реакція організму на гостру гіпоксичну пробу у здорових людей і осіб з переддіабетичними порушеннями вуглеводного обміну
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трація глюкози натще та через 60 і 120 хв 
стандартного ГТТ була статистично значимо 
вища порівняно зі здоровими людьми. Також 
групи відрізнялися за показниками площі під 
кривою концентрації глюкози, концентрації 
інсуліну в плазмі та індексу інсулінорези-
стентності, які також були вищі у хворих осіб. 

Слід відмітити відмінності між групами 
стосовно змін SpO2 під час проведення го-
строї гіпоксичної проби (табл.2). Так, у осіб 
з переддіабетичними порушеннями вже на 
10-й хвилині гіпоксії спостерігався вірогідно 
нижчий рівень цього показника порівняно зі 
здоровими. Надалі ці відмінності посилилися, 
на що вказують значення SрO2 на 16-й та 20-й 
хвилинах гіпоксичної проби. Після її припи-
нення у хворих спостерігалося повільніше 
відновлення цього показника до початкового 
рівня. Отримані результати свідчать про більш 
низьку стійкість організму до впливу гіпоксич-
ної гіпоксії у обстежених з переддіабетичними 
порушеннями вуглеводного обміну.

Гостра гіпоксія не впливала на концен-
трацію глюкози та інсуліну в плазмі крові в 
обох групах обстежених (табл. 3). 

Приріст показників гемодинаміки у від-
повідь на гостру гіпоксичну пробу був од-
наковий в обох группах обстежених (табл. 
4), проте на 5-й хвилині відновного періоду 
систолічний і діастолічний АТ, частота сер-
цевих скорочень у осіб з переддіабетичними 
порушеннями були вищими, ніж у здорових. 
Крім того, у них реакція на дозовану гіпоксію 

відрізнялася більш значним приростом часто-
ти дихання та відсутністю нормалізації на 5-й 
хвилині відновного періоду. 

Таким чином, отримані результати вка-
зують на меншу стійкість організму до 
впливу гіпоксії у хворих з предіабетичними 
порушеннями вуглеводного обміну. Про це 
свідчить більш значне зниження SрO2 та 
менше ефективне функціонування дихаль-
ної і серцево-судинної системи при гострій 
гіпоксичній пробі. 

Враховуючи дані наших попередніх 
досліджень, люди літнього відрізняються 
індивідуальними особливостями реакції на 
гостру гіпоксичну пробу, тобто мають різну 
стійкість організму до гіпоксії. Для розмежу-
вання обстежених на групи з задовільною та 
зниженою стійкістю організму до гіпоксії ви-
користано такий критерій, як значення SрO2 
на 20-й хвилині дозованої гіпоксичної проби 
[12, 13]. У підгрупу із задовільною стійкістю 
до гіпоксичної гіпоксії включені 26 осіб, у 
яких у цей період рівень SрO2 перевищував 
80 %, із зниженою - 14 обстежених, у яких 
SрO2 була 80 % або менше (табл. 5). 

Слід відмітити, що у осіб зі зниженою 
стійкістю до гіпоксії концентрація глюкози в 
плазмі крові значно вища як натще (P<0,05), 
так і під час проведення стандартного ГТТ, 
особливо на його 120-й хвилині (P<0,05), 
що свідчить про наявність порушеної то-
лерантності до глюкози. Відповідно у цих 
обстежених достовірно більша площа під 

Таблиця 2. Динаміка показника сатурації крові (%) при гострій гіпоксичній пробі (12 % кисню)  
у здорових і хворих людей (M±m)

Схема дослідження 
Здорові люди 

(n=22)

Люди з переддіабетичними 
порушеннями вуглеводного 

обміну (n=18)
До гіпоксичної проби 98,2±0,3 98,3±0,3
Під час виконання гіпоксичної проби
     6 хв 91,5±1,5 89,4±2,0
     10 хв 89,0±1,7 83,5±2,2 *
     16 хв 88,5±2,4 81,1±1,3 *
     20 хв 85,2±2,8 79,1±1,5 *
Через 5 хв після припинення гіпоксичної проби 99,0±0,2 94,3±3,7
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кривою концентрації глюкози. З іншого боку, 
люди із зниженою стійкістю до гіпоксії крім 
підви щеного вмісу глюкози мали вищу кон-
центрацію інсуліну в плазмі крові, особливо 
на 120-й хвилині ГТТ, що у поєднанні з підви-
щеним індексом HOMA вказує на наявність 
інсулінорезистентності. 

У всіх обстежених із задовільною стій-
кістю до гіпоксії переддіабетичні порушення 

вуглеводного обміну були виявлені лише у 
5 осіб (19,2%), а саме: глікемії натще – у 
3 (11,5%), толерантності до глюкози - у 2 
(7,7%), їх поєднання – не виявлено в жодного 
обстеженого. Водночас серед 14 обстежених 
зі зниженою стійкістю організму до впливу 
гіпоксичної гіпоксії переддіабетичні пору-
шення спостерігалися значно частіше – 11 
осіб ( 78,6 %), 4 (28,6%), 4 (28,6%), їх поєд-

Таблиця 3. Динаміка концентрації глюкози та інсуліну в плазмі крові при гострій гіпоксичній пробі (12 % кисню) 
у здорових і хворих людей (M±m) 

Показники
Здорові люди 

(n=22)
Люди з переддіабетичними порушен-

нями вуглеводного обміну (n=18)
Глюкоза, ммоль.л-1 
     до гіпоксичної проби (ГП) 4,9±0,5 5,7±0,5
     на 18-20-й хвилинах ГП 4,9±0,4 5,4±0,4
Інсулін, мкОД. мл-1

     до гіпоксичної проби (ГП) 5,2±0,8 6,0±0,7
     на 18-20-й хвилинах ГП 4,5±0,6 5,8±0,3

Таблиця 4. Динаміка частоти дихання, артеріального тиску та частота серцевих скорочень  
при гострій гіпоксичній пробі (12 % кисню) у здорових і хворих людей (M±m) 

Показники 
Здорові люди 

(n=22)

Люди з переддіабетичними по-
рушеннями вуглеводного обміну 

(n=18)
Частота дихання, хв-1

     до гіпоксичної проби (ГП) 15,2±1,0 13,8±1,5
     наприкінці ГП 20,7±2,2 * 25,2±2,4 **
     абсолютний приріст 5,5±2,3 * 11,4±2,8 **
     на 5-й хвилині після ГП 15,5±3,2 19,0±2,0 *
Систолічний артеріальний тиск, мм рт. ст.
     до ГП 122,7±4,7 122,9±4,4
     наприкінці ГП 137,8±7,6 * 138,7±6,8 *
     абсолютний приріст 14,9±7,2 * 15,8±7,4 *
     на 5-й хвилині після ГП 120,0±4,1 132,0±4,8 ***
Діастолічний артеріальний тиск, мм рт. ст.
     до ГП 80,8±3,8 78,2±3,0
     наприкінці ГП 94,1±6,6 * 90,1±5,3 *
     абсолютний приріст 14,7±6,9 * 11,9±5,7 *
     на 5-й хвилині після ГП 76,0±4,0 83,0±2,1*
Частота серцевих скорочень, хв-1

     до ГП 65,5±2,3 73,6±1,9 ***
     наприкінці ГП 71,5±2,2 * 80,7±2,0 ***
     абсолютний приріст 6,0±2,5 * 7,1±2,4 *
     на 5-й хвилині після ГП 67,8±3,2 71,0±3,6

* P<0,05; ** P<0,01 вірогідність зрушення показника при дозованій гіпоксії, *** P < 0,05 вірогідність 
відмінностей між групами.

Реакція організму на гостру гіпоксичну пробу у здорових людей і осіб з переддіабетичними порушеннями вуглеводного обміну
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нання – у 3 (21,4%) відповідно.
Концентрації глюкози та інсуліну в плаз-

мі крові не змінилися під час проведення 
гіпоксичної проби як у осіб із задовільною, 
так і зі зниженою стійкістю до гіпоксії. 
Тобто однократний сеанс гострої гіпоксичної 
гіпоксії (дихання 12% кисню протягом 20 хв) 
не впливає на стан вуглеводного обміну. Це 
можна пояснити тим, що за такий короткий 
відрізок часу ще не відбувається активації 
генетичних механізмів регуляції, зокрема 
посилення експресії фактора, індукованого 
гіпоксією (HIF), який сприяє зниженню вмі-
сту глюкози в крові посиленням її транспорту 
через судинний ендотелій [16, 17]. 

Водночас сеанси періодичної гіпоксії поси-
люють загальну неспецифічну резистентність 
організму до несприятливих факторів навко-
лишнього середовища, внаслідок чого вони 
широко використовуються як засіб підвищення 
фізіологічних можливостей організму [18, 19]. 

Вплив короткотривалих сеансів гіпоксії прояв-
ляється в адаптації до неї самої. У разі коротко-
тривалого гіпоксичного впливу основну роль в 
адаптації відіграють рефлекторні фізіологічні 
реакції, спрямовані на підтримання швидкості 
поетапної доставки кисню. 

Проте значна за вираженістю періодична 
гіпоксія (синдром нічного апное) призводить 
до дисфункції β-клітин підшлункової зало-
зи (порушення базальної секреції інсуліну), 
підвищення резистентності до інсуліну, зни-
ження толерантності до глюкози, зміни мета-
болізму глюкози в печінці [20]. Після усунення 
нічного апное та зумовленої ним гіпоксії вміст 
глюкози натще нормалізувався, але порушення 
толерантності до неї, інсулінорезистентність і 
порушення функції β-клітин зберігалися. 

У процесах адаптації організму до впливу 
гіпоксії важлива роль належить киснечутли-
вому протеїновому комплексу, що має транс-
крипційну активність – HIF, котрий вважається 

Таблиця 5. Показники сатурації крові та вуглеводного обміну в підгрупах обстежених з задовільною (1-ша підгрупа) 
і зниженою стійкістю організму до впливу гострої гіпоксичної гіпоксії (2-га підгрупа), (M±m) 

Показники
1-ша підгрупа 

(n=24)
2-га підгрупа 

(n=16)
Сатурація крові, %
     до гіпоксичної проби (ГП) 98,1±0,3 98,1±0,4
     на 6-й хвилині ГП 90,5±1,4 84,8±2,0 *
     на 10-й хвилині ГП 86,6±1,5 80,3±1,0 *
     на 16-й хвилині ГП 86,3±1,3 79,7±2,1 *
     на 20-й хвилині ГН 83,3±0,4 77,3±1,1 *
Концентрація глюкози в плазмі крові, ммоль.л-1

     натще 4,8±0,2 5,6±0,3 *
     через 30 хв глюкозо-толерантного тесту (ГТТ) 7,9±0,4 8,2±0,8
     через 60 хв ГТТ 7,1±0,6 8,9±0,9
     через 120 хв ГТТ 5,2±0,5 8,0±1,0 *
Площа під кривою концентрації глюкози, ммоль∙л-1∙хв-1 765±49 977±89 *
Концентрація інсуліну в плазмі крові, мкОД.мл-1

     натще 8,3±0,8 16,7±6,5
     через 120 хв ГТТ 9,8±1,9 70,2±21,7 *
Індекс інсулінорезистентності HOMA-IR, ум. од. 1,8±0,2 4,6±1,9
Концентрація глюкози в плазмі крові, ммоль.л-1 

     до ГП 5,1±0,6 5,7±0,5
     на 20-й хвилині ГП 5,3±0,6 5,2±0,3
Концентрація інсуліну в плазмі крові, мкОД. мл-1

     до ГП 5,2±0,8 6,1±0,7
     на 20-й хвилині ГП 5,0±0,6 5,4±0,5
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провідним транскрипційним регулятором 
генів ссавців, відповідальних за реакцію на 
нестачу кисню. Він активується в фізіологічно 
важливих місцях регуляції кисневих шляхів, 
забезпечуючи швидкі й адекватні відповіді на 
гіпоксичний стрес [21]. За умов гіпоксії по-
силюється утворення HIF, який, в свою чергу, 
запускає експресію таких гіпоксизалежних 
генів, як еритропоетин (EPO) і судинний ен-
дотеліальний фактор росту (VEGF). Активація 
HIF, в свою чергу, покращує секрецію інсуліну 
і підвищує толерантність до глюкози [21, 22]. 
У осіб з генетично зумовленим еритроцитозом, 
наприклад у мешканців Чувашії, цей показ-
ник підвищений навіть за умов нормоксії, що 
викликає посилення синтезу еритропоетину 
[21]. Вміст глюкози в крові і глікозильованого 
гемоглобіну у них ймовірно нижчий порівня-
но з особами без такого генетичного дефекту. 
Цей факт можна розглядати як доказ того, що 
підвищений вміст HIF істотно впливає на стан 
вуглеводного обміну, зменшуючи вміст глюко-
зи в крові [24].

Незважаючи на зацікавленість фахівців 
різних спеціальностей проблемою стійкості 
організму до гіпоксії, питаннями підвищення 
резистентності організму до впливу гіпоксії, 
їх вирішення потребує проведення подаль ших 
досліджень. Відрізняються дані, отримані в 
експерименті, з дослідженнями клінічних 
проявів станів, що супроводжуються «шкід-
ливим» впливом гіпоксії (нічне апное, гірська 
хвороба, цукровий діабет 2-го типу тощо). 
Майже відсутні праці, в яких би вивчався 
зв’язок між стійкістю організму до впливу 
гіпоксії та станом вуглеводного обміну, а 
також вплив інтервальної короткотривалої 
гіпоксії на вуглеводний обмін у людей літнь-
ого віку. В нашій роботі ми довели, що у осіб 
з переддіабетичними порушеннями вуглевод-
ного обміну знижена стійкість до гіпоксичної 
гіпоксії. В свою чергу серед обстежених осіб 
із зниженою стійкістю до гіпоксичної гіпоксії 
частіше виявляється гіперглікемія як натще, 
так і під час проведення стандартного ГТТ. 
Також обстежені зі зниженою стійкістю до 

гіпоксії мали вищу концентрацію інсуліну в 
плазмі крові, що зумовлювало підвищення 
індексу HOMA та свідчить про наявність 
інсулінорезистентності.

Таким чином, обстежені з переддіабе-
тичними порушеннями вуглеводного обміну 
мають більш низьку стійкість організму до 
впливу гострої гіпоксичної гіпоксії порівняно 
зі здоровими людьми, на що вказує істотне 
зниження SрO2 при дозованій гіпоксичній 
пробі. У людей зі зниженою стійкістю до 
гострої гіпоксичної гіпоксії вони визначалися 
значно частіше, ніж у обстежених із задовіль-
ною стійкістю до гіпоксії: порушена глікемія 
натще спостерігалася у 28,6 та 11,5 % відпо-
відно, порушена толерантність до глюкози - у 
28,6 та 7,7 %, а їх поєднання у 22 % осіб зі 
зниженою стійкістю до гіпоксії. Обстежені 
із зниженою стійкістю до гіпоксії мали вищу 
концентрацію інсуліну в плазмі крові, осо-
бливо на 120-й хвилині стандартного ГТТ, що 
у поєднанні з підвищеним індексом HOMA 
вказує на наявність у них інсулінорезистент-
ності. Обстежені з переддіабетичними пору-
шеннями вуглеводного обміну відрізняються 
від здорових осіб більш значним приростом 
частоти дихання при гіпоксичній пробі та 
відсутністю її нормалізації. 
Подяка
Дослідження крові з використанням імуно-
ферментних методик проводили в лабораторії 
патофізіології та імунології ДУ “Інститут 
геронтології ім. Д.Ф. Чеботарьова НАМН 
України” (керівник – акад. НАМНУ Г.М. Бутен-
ко, виконавець – д.м.н. І.М. Пішель).
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РЕАКЦИЯ ОРГАНИЗМА НА ОСТРУЮ 
ГИПОКСИЧЕСКУЮ ПРОБУ У ЗДОРОВЫХ 
ЛЮДЕЙ И ЛИЦ С ПРЕДИАБЕТИЧЕСКИМИ 
НАРУШЕНИЯМИ УГЛЕВОДНОГО ОБМЕНА

Целью исследования было выяснить особенности реак-
ции организма на острую гипоксическую пробу у лиц с 
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предиабетическими нарушениями углеводного обмена.
Обследовано 22 здоровых человека и 18 человек с предиа-
бетическими нарушениями углеводного обмена в возрасте 
от 50 до 74 лет. Всем проведено острую гипоксическую 
пробу (дыхание газовой смесью с 12% кислорода про-
должительностью до 20 мин) с мониторингом сатурации 
крови (SpO2), частоты дыхания, артериального давления, 
частоты сердечных сокращений; стандартный глюкозо-
толерантный тест (ГТТ) с определением концентрации 
в плазме глюкозы и инсулина. У больных выявлено бо-
лее значительное снижение SpO2 и менее эффективное 
функционирование дыхательной и сердечно-сосудистой 
системы при дозированной гипоксической пробе, чем у 
здоровых людей. После перераспределения обследован-
ных в зависимости от степени снижения SpO2 при гипок-
сической пробе на подгруппы людей с сохраненной устой-
чивостью к гипоксии (1-я подгруппа, SpO2 более 80%) 
и со сниженной (2-я подгруппа, SpO2 80% или меньше) 
установлено, что во 2-й подгруппе концентрация глюкозы 
натощак и через 2 ч ГТТ значительно выше, чем у лиц 1-й 
подгруппы. Полученные результаты свидетельствуют о 
наличии взаимосвязи реакции организма на гипоксию, в 
частности между степенью артериальной гипоксемии при 
гипоксической пробе, и показателями гликемии натощак 
и при стандартном ГТТ. Больные с предиабетическими 
нарушениями углеводного обмена характеризуются более 
низкой стойкостью к гипоксической гипоксии.
Ключевые слова: предиабетические нарушения углевод-
ного обмена; глюкозотолерантный тест; инсулинорезист
ентность;гипоксия.
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ORGANISM REACTION TO DOSED HYPOXIC 
HYPOXIA IN THE HEALTHY SUBJECTS 
AND INDIVIDUALS WITH PREDIABETIC 
HYDROGEN METABOLISM DISTURBANCES

To assess organism reaction to dosed hypoxic hypoxia in the 
human invividuals with pre-diabetic hydrogen metabolism 
disturbances.Altogether 40 subjects, age range 50-74 years, 
were examined, including 18 persons with pre-diabetic hy-
drogen metabolism disturbances and 22 essentially healthy 
subjects. All of them underwent dosed hypoxic test (breathing 
gas mixture containing 12 % of oxygen during nearly 20 min. 
The following monitorings were performed: blood saturation 
(SpO2), breathing rate, arterial blood pressure and heart rate; 
and standard glucose tolerance test (GTT) for blood plasma 
glucose and insulin concentration. The patients with pre-
diabetic hydrogen metabolism disturbances displayed a more 
significant decrease of SpO2 and less effective functioning 
of the respiratory and cardiovascular systems during dosed 
hypoxic test compared with the healthy individuals without 

hydrogen metabolism disturbances. After redistribution of 
study subjects relative the degree of SpO2 decrease at dosed 
hypoxic test in the subgroup with satisfactory resistance to 
hypoxia (subgroup 1: SpO2 more than 80 %) and with reduced 
(subgroup 2: SpO2 80 % or less) we have found that the fast-
ing glucose level after 2-hour GTT was significantly higher in 
subgroup 2 versus subgroup 1. The obtained results indicate 
the interrelationship between organism reaction to hypoxia, 
in particular between the degree of arterial hypoxemia during 
performance of the dosed hypoxic test and the indices of fasting 
glycemia and at standard GTT. The patients with pre-diabetic 
hydrogen metabolism disturbances are characterized with 
lower resistance to hypoxic hypoxia. 
Key words: pre-diabetic hydrogen metabolism disturbances; 
glucose tolerance test; insulin resistance; hypoxia.
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Аналіз асоціації між 11 однонуклеотидними полімор-
фізмами та рівнем ендотелійзалежної вазодилатації 
у дітей, хворих на цукровий діабет 1- го типу
Н.Б. Пранік1, С.В. Гончаров2, В.Л. Гур´янова2, В.Г. Майданник1, М.В. Хайтович1, 
О.О. Мойбенко2, В.Є. Досенко2

1Національний медичний університет ім. О.О.Богомольця  МОЗ України, кафедра педіатрії №4, м. Київ; 
2Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця НАН України, Київ; e-mail: natapranik@gmail.com

Досліджено асоціацію між 11 однонуклеотидними поліморфізмами 10 генів із рівнем ендотелій-
залежної вазодилатації (ЕЗВД) у 45 дітей, хворих на цукровий діабет 1-го типу. Вивчали такі 
поліморфізми: G894→T екзону 7 та Т-786→С промотору  eNOS, А1266→G 16 екзону Eln, Т-381→C 
промотору NPPB, І/D АСЕ, Arg60→His LMP2, Met235→Thr AGT, A1166→C ATR1, C-1562→T MMP9, 
C-1306→T MMP2, С-8→G гена PSMA6. Встановлено, що у дітей із генотипами G/T eNOS (G894→T), 
G/G Eln (А1266→G), C/C NPPB (Т-381→C), І/D АСЕ ЕЗВД нижча (Р<0,05) порівняно із іншими алель-
ними варіантами цих генів, та не залежить від тривалості захворювання, рівня глікозильованого 
гемоглобіну та вихідного діаметра плечової артерії. Поєднання згаданих генотипів більшою мірою 
впливало на зниження ЕЗВД (r=0,61; Р<0,01), ніж кожен з них окремо. Отже, поєднаний вплив 
генотипів G/T eNOS (G894→T), G/G Eln (А1266→G), C/C NPPB (Т-381→C), І/D АСЕ на ендотеліальну 
функцію у дітей, хворих на цукровий діабет 1-го типу, більш значимий, ніж тривалість захворю-
вання та вміст глікозильованого гемоглобіну.
Ключові слова: однонуклеотидні поліморфізми; ендотелійзалежна вазодилатація; цукровий діабет 
1-го типу.

ВСТУП

Судинні ускладнення цукрового діабету (ЦД) 
1-го типу у вигляді мікро- та макроангіопатій 
є найбільш значимими в структурі інваліди-
зації та смертності хворих із цією патологією 
[1, 2]. Ендотеліальна дисфункція – одна з 
найбільш показових ознак порушення функ-
ціонального стану артеріальних судин, що 
характеризується неадекватною реакцією на 
вплив фізіологічних і фармакологічних регу-
ляторів тонусу судин [3, 4]. Незадовільний 
глікемічний контроль та тривалість ЦД 1-го 
типу вважаються основними факторами 
розвитку ендотеліальної дисфункції, що зу-
мовлює формування пізніх ускладнень ЦД у 
вигляді діабетичної нефропатії, ретинопатії 
тощо [5]. Проте ступінь їх прогресування 
значно відрізняється у різних пацієнтів, 

що в літературі пов’язується із генетичною 
схильністю, а саме із певним набором алель-
них варіантів – поліморфізмом поодиноких 
нуклеотидів (SNPs) [6, 7]. Про можливе 
значення генетичних факторів у роз витку 
пізніх ускладнень ЦД 1-го типу свідчать 
наступні факти [8, 9]: 1) значна індивідуальна 
варіабельність термінів де бю ту ускладнень та 
ступеня ураження орга нів - мішеней, що не 
завжди корелює із тривалістю захворювання та 
якістю компенсації порушень вуглеводного об-
міну; 2) висока частота виявлення ускладнень, 
їх тяжкий перебіг та швидке прогресування в 
певних популяційних групах; 3) підвищений 
ризик тяжких ускладнень у хворих на ЦД 1-го 
типу, родичі яких також мають такі усклад-
нення; 4) пік розвитку діабетичної нефропатії 
в межах 15-25 років тривалості захворювання 
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згідно з епідеміологічними дослідженнями 
та невисокий ризик формування тяжкої 
нефропатії, що виникла після 25 років у 
хворих на ЦД. 

У зв’язку з цим останнім часом ак-
тивізувався пошук SNPs, асоційованих і з 
схильністю або стійкістю до розвитку судин-
них ускладнень ЦД. Нині досліджено більше 
100 SNPs на предмет їх зв’язку із розвитком 
та прогресуванням мікроангіопатій (діабе-
тичної нефропатії, ретинопатії) при ЦД 1-го 
типу серед хворих різних етнічних груп (дані 
узагальнено в нашому огляді [10]). Проте 
поза увагою дослідників залишається роль 
SNPs у патогенезі макроангіопатій у хворих 
на ЦД 1-го типу, раннім маркером яких є 
порушення ендотелійзалежної вазодилатації 
(ЕЗВД).

Мета нашої роботи - пошук асоціації між 
поліморфізмом поодиноких нуклеотидів 10 
генів (11 поліморфізмів) із рівнем ЕЗВД, яка 
відображає функціональний стан ендотелію 
великих судин еластично-м´язового типу 
(плечової артерії). 

МЕТОДИКА

Обстежено 45 дітей (18 дівчат та 27 хлопців) 
хворих на ЦД 1-го типу віком від 7 до 17 ро ків 
(14,1±2,5), які перебували на стаціонар но му 
лі ку ванні в Міському ендокринологіч но му 
від діленні ДКЛ №6 м. Києва. Трива лість зах-
во рювання була від 3 до 16 років (6,2±3,5).

ЕЗВД визначали за допомогою манжет-
кової проби за стандартною методикою [11]. 
При порівнянні показників ЕЗВД у групах 
хворих із різними алельними варіантами до-
сліджуваних генів враховували фактори, що 
суттєво впливають на ступінь вазодилатації, 
а саме компенсацію вуглеводневого обміну 
(за вмістом глікозильованого гемоглобіну), 
тривалість захворювання, вихідний діаметр 
плечової артерії. Вміст глікозильованого 
гемоглобіну визначали методом іонооб-
мінної хроматографії за допомогою набору 
GlycohemoglobinHbA1-Test (Німеччина) і 

він коливався від 5,9 до 11,5% (в середньому 
8,4±1,4%). 

Для генотипування використовували 
ДНК, що виділяли за допомогою набору 
„DІАtom DNA Prep100” (Росія) з букального 
епітелію. Інсерційно-делеційний полімор-
фізм 16-го інтрону гена ангіотензинперет-
ворювального ферменту  (AСЕ) визначали 
із застосуванням полімеразної ланцюгової 
реакції (ПЛР) із наступним електрофорезом 
отриманих ампліфікатів [12]. Для виявлення 
поліморфізмів наступних генів: G894→T - 
поліморфізм 7-го екзону гена ендотеліальної 
NO-синтази (eNOS) [13], Arg60→His - полі-
морфізм гена, що кодує одну з індуцибель-
них субодиниць протеасоми (LMP2) [14], 
Met235→Thr  -поліморфізм гена ангіотензи-
ногена (AGT) [15], A1166→C - поліморфізм 
гена рецептора 1-го типу ангіотензину ІІ 
(ATR1) [16], C-1562→T - поліморфізм гена 
металопротеїнази 9 (MMP9) [17], Т-381→C  
-поліморфізм гена натрійуретичного пепти-
ду типу В (NPPB) [18] застосовували ПЛР із 
наступним аналізом довжини рестрикційних 
фрагментів. C-1306→T - поліморфізм гена 
металопротеїнази 2 (MMP2) визначали із 
застосуванням алель - специфічної ПЛР[19]. 
Праймери для ПЛР синтезовані Fermen-
tas (Литва) та Metabion (Німеччина). ПЛР 
проводили в термоциклері Applied Biosystems 
2700 («PerkinElmer», США). Для здійснення 
рестрикційного аналізу використовували такі 
рестриктази: Eco24I, Ніn6I, PsyI (Tth111I), 
BsuRI (HaeIII), Peal (SphI), MspI (Hpall) (Fer-
mentas, Литва). Візуалізацію ампліфікатів 
генів після горизонтального електрофорезу 
(160 В протягом 30-45 хв) проводили за до-
помогою трансілюмінатора та програм ного 
забезпечення ViTran («Біоком», Росія).

Методом ПЛР у реальному часі досліджу-
вали такі поліморфізми: Т-786→С промотору 
гена ендотеліальної NO-синтази (eNOS) , 
С-8→G - поліморфізм гена, що кодує α-6 суб-
одиницю протеасоми (PSMA6) та А1266→G 
- поліморфізм 16-го екзону гена еластину 
(Eln) із застосуванням CustomTaqMan® SNP 

Аналіз асоціації між 11 однонуклеотидними поліморфізмами та рівнем ендотелійзалежної вазодилатації у дітей
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Assay, TaqMan® SNP Assay C_11599359_10 та 
TaqMan® SNP Assay С_1253630_1 відповідно. 
Ампліфікацію проводили за допомогою тер-
моциклера “7500 Fast Real-Time PCR System” 
(Applied Biosystems, Foster City, США). Після 
ампліфікації визначали дискримінаційний 
аналіз алелей зазначених генів.

Для визначення ролі поліморфізму вказа-
них генів на ЕЗВД хворих розділяли на 2 групи 
залежноі від рівня останнього ≤10 та >10%.

Отримані результати обробляли статис-
тично з використанням програм Origin 7.0 та 
Excel 2000. При цьому вірогідність відмін-
ностей визначали за c2-критерієм. Значення 
Р<0,05 вважали вірогідним.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Результати ЕЗВД у дітей із різними алельни-
ми варіантами генів, поліморфізм яких було 
вивчено, наведено у табл. 1. Тільки 4 із 11 
визначених поліморфізмів суттєво впливають 
на ЕЗВД, а саме: G894→T eNOS, А1266→G Eln, 
Т-381→C NPPB, І/D АСЕ.

При дослідженні G894→T - поліморфізму 
7-го екзону гена eNOS виявлено наступний 
розподіл генотипів: G/G – 43,9%, G/T – 46,3%, 
T/T – 9,8%. У хворих із генотипом G/G рівень 
ЕЗВД був 15,2±1,6%, G/T - 10,0±1,7%, T/T - 
15,0±0,4%. А у носіїв обох алельних варіантів 
генів він виявився вірогідно нижчим, ніж 
у дітей з двома Т-алелями. Слід зазначити, 
що показники ЕЗВД, вміст глікозиловано-
го гемоглобіну, тривалість захворювання і 
вихідний діаметр плечової артерії у хворих з 
генотипами G/G та T/T вірогідно не відрізня-
лися. Отже, існує зв’язок рівня ЕЗВД із цим 
поліморфізмом.

При вивченні А1266→G - поліморфізму 
16-го екзону гена Eln розподіл генотипів 
був таким: А/А – 17,1%, А/G – 40,0%, G/G – 
42,9%. У хворих із генотипом рівень ЕЗВД 
становив 16,0±3,3%, А/G – 14,8±1,9%, G/G 
- 10,3±1,6%. У носіїв обох G- алелей він був 
нижчим (Р<0,05) ніж у дітей з генотипами 
А/А та А/G. Показники ЕЗВД у дітей з А/G- 

та А/А-генотипами вірогідно не відрізня-
лися між собою див табл. 1. При цьому не 
спостерігалося вірогідної різниці в групах з 
різними генотипами за вмістом глікозильова-
ного гемоглобіну, тривалістю захворювання 
та вихідним діаметром плечової артерії.

Ми використали рецесивну модель аналі-
зу результатів, оскільки найнижчі значення 
ЕЗВД виявлено у носіїв різних алелей гена 
eNOS. При порівнянні ЕЗВД у хворих із 
G/G- та G/T+T/T- генотипами виявляються 
вірогідно нижчі показники в останій гру-
пі (10,9±1,4%), порівняно із носіями обох 
G-алелей (15,2±1,6%). Результати є порівню-
ваними за вмістом глікозильованого гемогло-
біну, тривалістю захворювання та вихідним 
діаметром плечової артерії (табл. 2). Із ви-
щенаведеного випливає, що на рівень ЕЗВД 
негативно впливає Т-алель в 894 положенні 
7 екзону гена eNOS.

Хворих розподілили на 2 групи згідно з 
рівнем ЕЗВД (≤10% та >10%). В групі па-
цієнтів із вазодилатацією ≤10% переважали 
носії генотипу G/T (G/G – 27,3%, G/T – 63,6%, 
T/T – 9,1%), а у дітей із вищими цифрами 
ЕЗВД -  G/G (G/G – 65,0%, G/T – 25,0%, 
T/T – 10,0%). Різниця вірогідна за критерієм 
Пірсона (P<0,05). 

Таким чином, у дітей із ЦД 1-го типу спо-
стерігається асоціація Т-алеля та генотипу 
G/T поліморфізму G894→T 7-го екзону гена 
eNOS із найнижчою ЕЗВД в групах хворих, 
які однорідні за рівнем компенсації глікемії, 
тривалістю захворювання та вихідними дани-
ми вазометрії. Функціональне значення вище 
вказаної трансверсії в екзоні, яка призводить 
до заміни глутаміну на аспарагін у 298-му 
положенні білка eNOS, остаточно не з´ясоване. 
Нами встановлено деяке зменшення експресії 
вмісту мРНК та активності продукції NO в ізо-
льованих тромбоцитах у гетерозиготному стані 
порівняно G/G-генотипом [20], що повністю 
узгоджується з даними визначення ЕЗВД.

Порівняння значень ЕЗВД в групах з A/
A+A/G- та G/G-генотипами, які становили 
15,2±1,6 та 10,3±1,6 % (P<0,05), вказує на 
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те що, найвищі показники вазодилатації 
асоціюються із А-алелем та генотипом A/A-
поліморфізму 16-го екзону гена Eln. Найниж-
чий рівень ЕЗВД асоціюється із генотипом 
G/G (табл. 2).

Коефіцієнт кореляції між кількістю 
поліморфних алелей та значеннями ЕЗВД 
А1266→G  - поліморфізму 16-го екзону гена 
Eln становив -0,32 (P<0,05), що підтверджує 
асоціацію А/А-генотипу із найвищими показ-

Таблиця 1. Рівень ендотелійзалежної вазодилатації, вміст глікозильованого гемоглобіну, тривалість цукрового 
діабету 1-го типу  та вихідний діаметр плечової артерії у дітей із різними алельними варіантами досліджуваних 

генів (M±m)

Поліморфізм
Алельні 
варіанти

Ендотелій-
залежна вазо-
дилатація %

Глікозильо-
ваний гемо-

глобін, %

Тривалість цу-
крового діабету, 

роки

Вихідний 
діаметр артерії, 

мм
G894→T - ендотеліальної NO-
синтази (eNOS)

G/G 15,2±1,6 8,4±0,5 6,8±1,1 2,8±0,1
G/T 10,0±1,7* 8,3±0,3 5,7±0,7 2,8±0,1
T/T 15,0±0,4 8,4±0,3 4,9±0,6 2,8±0,1

А1266→G - ген еластину (Eln) A/A 16,0±3,3 8,1±0,6 4,0±0,4 2,8±0,2
A/G 14,8±1,9 8,5±0,5 5,5±0,6 2,7±0,1
G/G 10,3±1,6** 7,9±0,4 6,2±0,9 2,8±0,1

Т-381→C  - ген натрійуретичного 
пептиду типу В (NPPB)

T/T 13,1±2,1 8,1±0,2 5,9±0,8 2,8±0,1
T/C 16,4±2,9 8,8±0,5 7,9±1,9 2,8±0,1
C/C 10,7±2,0*** 8,8±0,5 6,7±0,9 2,8±0,1

І/D
ген ангіотензин-перетворюваль-
ного ферменту  (AСЕ)

І/І 12,6±1,5 8,6±0,4 7,3±1,3 2,9±0,1
І/D 11,6±1,3 7,9±0,3 5,8±0,8 2,9±0,1
D/D 17,2±2,8*** 8,5±0,4 5,0±1,3 2,6±0,1*

Т-786→С ген ендотеліальної  
NO-синтази (eNOS)

Т/Т 13,8±1,7 8,2±0,4 5,6±0,8 2,8±0,1
Т/С 12,6±1,5 8,5±0,4 6,5±0,7 2,9±0,1
С/С 12,0±4,5 8,2±1,1 7,8±1,9 2,9±0,2

Met235→Thr  - ген ангіотензино-
гена (AGT)

Met/ Met 12,8±2,1 8,7±0,5 5,9±0,9 3,0±0,1
Met/ Thr 12,6±1,5 8,2±0,3 6,7±0,8 2,8±0,1*
Thr/ Thr 15,8±2,7 8,3±0,4 5,3±1,1 2,6±0,2

A1166→C - поліморфізм гена  
рецептора 1-го типу ангіотензи-
ну ІІ (ATR1)

A/A 13,1±1,2 8,6±0,4 6,8±0,8 2,9±0,1
A/C 11,9±2,2 8,1±0,3 5,5±0,8 2,7±0,1
C/C 13,8±2,1 8,9±0,9 7,6±2,5 2,9±0,1

C-1306→T – ген металопротеїнази 
2 (MMP2)

C/C 13,8±1,4 8,3±0,4 6,5±0,8 2,9±0,1
C/T 12,9±1,7 8,7±0,4 6,5±0,9 2,9±0,1
T/T 12,1±4,8 7,6±0,9 4,3±0,9 2,6±0,2

C-1562→T - ген металопротеїнази 
9 (MMP9)

C/C 12,9±1,2 8,5±0,2 6,6±0,6 2,9±0,1
C/T 9,3±2,3 6,0±0,7* 4,0±0,6 2,4±0,2*
T/T 13,8±7,1 9,1±1,5 7,0±1,0*** 2,7±0,3

Arg60→His - ген, що кодує одну 
з індуцибельних субодиниць 
протеасоми (LMP2)

Arg/ Arg 13,2±1,4 8,5±0,3 5,7±0,6 2,9±0,1
Arg/ His 15,1±2,3 8,0±0,4 6,6±1,5 2,6±0,1****
His/ His 7,1±0,9 8,5±0,9 6,0±1,0 2,9±0,4

С-8→G - ген, що кодує α-6 субо-
диницю протеасоми (PSMA6)

C/C 13,1±1,2 8,3±0,3 6,3±0,6 2,8±0,1
C/G 12,4±0,9 9,3±0,9 6,8±2,3 2,8±0,2
G /G — — — —

* P<0,05 порівняно з більш розповсюдженим генотипом, ** P<0,05 порівняно з гетерозиготним станом 
та більш розповсюдженим генотипом, *** P<0,05 порівняно з гетерозиготним станом, **** P<0,01 
порівняно з більш розповсюдженим генотипом
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Таблиця 2. Рівень ендотелійзалежної вазодилатації, вміст глікозильованого гемоглобіну, тривалість цукрового 
діабету 1-го типу  та вихідний діаметр плечової артерії у дітей із різними алельними варіантами досліджуваних 

генів (рецесивна та домінантна моделі) (M±m)

Поліморфізм
Алельні 
варіанти 

Ендотелій-за-
лежна вазо-
дилатація %

Глікозильо-ва-
ний гемогло-

бін, %

Тривалість  
цукрового  

діабету, роки

Вихідний 
діаметр артерії, 

мм
G894→T - ендотеліальної 
NO-синтази (eNOS)

G/G 15,2±1,6 8,4±0,5 6,8±1,1 2,8±0,1
G/T+ T/T 10,9±1,4* 8,3±0,3 5,6±0,6 2,8±0,1
G/G+ G/T 12,6±1,4 8,3±0,3 6,2±0,6 2,8±0,1

T/T 15,0±0,4 8,4±0,3 4,9±0,6 2,8±0,1
А1266→G - ген еластину 
(Eln)

A/A 16,0±3,3 8,1±0,6 4,0±0,4 2,8±0,2
A/G+G/G 12,3±1,4 8,2±0,7 5,9±0,6 2,8±0,1
A/A+A/G 15,2±1,6 8,4±0,7 5,1±0,5 2,7±0,1

G/G 10,3±1,6* 7,9±0,4 6,2±0,9 2,8±0,1
Т-381→C  - ген натрійуре-
тичного пептиду типу В 
(NPPB)

T/T 13,1±2,1 8,1±0,2 5,9±0,8 2,8±0,1
T/C+C/C 13,2±1,8 8,8±0,4 7,2±0,9 2,7±0,1
T/T+T/C 14,2±1,7 8,4±0,7 6,5±0,8 2,8±0,1

C/C 10,7±2,0 8,8±0,5 6,7±0,9 2,8±0,1
І/D
ген ангіотензин-перет-
ворювального ферменту  
(AСЕ)

І/І 12,6±1,5 8,6±0,4 7,3±1,3 2,9±0,1
I/D+D/D 13,8±1,4 8,1±0,3 5,8±0,6 2,8±0,1
I/I+І/D 12,1±1,1 8,2±0,3 6,9±0,7 2,9±0,1

D/D 17,2±2,8* 8,5±0,4 5,0±1,3 2,6±0,1*
Т-786→С ген ендотеліаль-
ної NO-синтази (eNOS)

Т/Т 13,8±1,7 8,2±0,4 5,6±0,8 2,8±0,1
Т/С+C/C 12,3±1,4 8,4±0,3 6,8±0,7 2,9±0,1
T/T+T/C 13,2±1,3 8,4±0,3 6,1±0,6 2,8±0,1

С/С 12,0±4,5 8,2±1,1 7,8±1,9 2,9±0,2
Met235→Thr  - ген ангіо-
тензиногена (AGT)

Met/Met 12,8±2,1 8,7±0,5 5,9±0,9 3,0±0,1
Met/Thr+ Thr/

Thr
13,1±1,3 8,2±0,3 6,4±0,7 2,8±0,1*

Met/Met+ 
Met/Thr

12,7±1,2 8,4±0,3 6,4±0,6 2,9±0,1

Thr/Thr 15,8±2,7 8,3±0,4 5,3±1,1 2,6±0,2
A1166→C - поліморфізм 
гена рецептора 1-го типу 
ангіотензину ІІ (ATR1)

A/A 13,1±1,2 8,6±0,4 6,8±0,8 2,9±0,1
A/C+C/C 12,4±1,7 8,3±0,3 6,1±0,9 2,8±0,1
A/A+A/C 12,6±1,3 8,3±0,3 6,3±0,6 2,8±0,1

C/C 13,8±2,1 8,9±0,9 7,6±2,5 2,9±0,2
C-1306→T – ген метало-
протеїнази 2 (MMP2)

C/C 13,8±1,4 8,3±0,4 6,5±0,8 2,9±0,1
C/T+T/T 12,7±1,7 8,4±0,4 5,9±0,8 2,8±0,1
C/C+C/T 13,5±1,1 8,5±0,3 6,5±0,6 2,9±0,1

T/T 12,1±4,8 7,6±0,9 4,3±0,9 2,6±0,2
C-1562→T - ген метало-
протеїнази 9 (MMP9)

C/C 12,9±1,2 8,4±0,2 6,6±0,6 2,9±0,1
C/T+T/T 11,1±2,3 9,1±1,1 7,0±1,0 2,7±0,2*
C/C+C/T 12,6±1,2 8,3±0,3 6,4±0,6 2,9±0,1

T/T 13,8±7,1 9,1±1,5 7,0±1,0 2,7±0,3
Arg60→His - ген, що ко-
дує одну з індуцибельних 
субодиниць протеасоми 
(LMP2)

Arg/Arg 13,2±1,4 8,5±0,3 5,7±0,6 2,9±0,1
Arg/His+ His/

His
13,8±2,1 8,1±0,4 6,5±1,2 2,6±0,1**

Arg/Arg+ Arg/
His

13,8±1,2 8,4±0,3 5,9±0,6 2,9±0,1

His/His 7,1±0,9 8,5±0,9 6,0±1,0 2,9±0,4
*P<0,05 порівняно з іншим генотипом, **P<0,01 порівняно з іншим генотипом.
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никами ЕЗВД, а генотипу G/G – з найнижчи-
ми. Не спостерігалося вірогідної різниці між 
генотипами дітей у групах із ЕЗВД ≤10% та 
>10% за критерієм Пірсона.

Трансверсія А на G в 16-му екзоні гена 
Eln призводить до зміни серину на гліцин у 
422-му положенні білка еластину, але пато-
фізіологічні наслідки такої заміни практично 
не вивчено. Немає даних й щодо значення 
цього поліморфізму для розвитку судинних 
ускладнень при ЦД 1-го типу. Можна припу-
стити, що поліморфізм 16-го екзону впливає 
на чутливість еластину судинної стінки до 
еластолізу. Як відомо, пептиди еластину, що 
утворюються внаслідок цього, взаємодіють 
із еластинламініновими рецепторами ен-
дотеліальних та гладеньком’язових клітин 
судинної стінки, стимулюючи синтез проста-
гландинів і продукцію NO із розвитком до-
зозалежної вазодилатації [21]. З іншого боку, 
на фоні активації еластолізу відбувається 
деградація еластину судинної стінки, підви-
щується обмін еластину (на це вказує зро-
стання в крові вмісту еластинових пептидів), 
спостерігається ремоделювання судинної 
стінки, що асоціюється із збільшенням її 
ригідності та вищим ризиком ангіопатій у 
хворих на ЦД 1-го типу [19]. Таким чином, 
підвищена стійкість еластинових волокон 
до еластолізу зберігає структурний матрикс 
судини та одночасно дає меншу продукцію 
NO і навпаки, менша стійкість молекул ела-
стину до гідролізу повинна асоціюватися із 
порушенням архітектоніки судинної стінки 
та більшим синтезом NO. Співвідношення 
цих різноспрямованих процесів, вплив полі-
морфізму 16-го екзону гена Eln потребують 
подальшого вивчення.

При вивченні Т-381→C - поліморфізму 
промотору гена NPPB розподіл хворих за 
генотипами виявився таким: Т/Т – 36,4%, 
Т/С – 40,9%, С/С – 22,7%. В групі хворих із 
генотипом Т/Т  ЕЗВД становила 13,1±2,1%, 
Т/С – 16,4±2,9%, С/С - 10,7±2,0%. Значення 
ЕЗВД в групі дітей, що мали обидва С-але-
ля, було нижчим, ніж у носіїв різних алелей 

(Р<0,05). Показники ЕЗВД в групах носіїв 
обох Т- та різних алелей достовірно не відріз-
нялися між собою (табл. 1). При цьому не 
спостерігалося вірогідної різниці в групах з 
різними генотипами за вмістом глікозильова-
ного гемоглобіну, тривалістю захворювання 
та вихідним діаметром плечової артерії.

Порівнюючи показники ЕЗВД у групах 
хворих із поєднаними генотипами Т/Т з Т/
С+С/С та Т/Т+Т/С з С/С достовірної різниці 
не спостерігалося. Кореляції між кількіс-
тю поліморфних алелей та рівнем ЕЗВД - 
Т-381→C - поліморфізму гена NPPB виявлено 
не було. Не спостерігалося також достовірної 
різниці між генотипами дітей у групах із 
ЕЗВД ≤10% та >10% за критерієм Пірсона.

Таким чином, нами було встановлено, 
що найнижчі показники ЕЗВД асоціюються 
із С/С-генотипом поліморфізму Т-381→C 
промотору гена NPPB. Найвищі показники 
вазодилатації спостерігаються у гетерози-
готному стані.

Вплив Т-381→C - поліморфізму промотору 
гена NPPB на ЕЗВД може бути реалізовано 
через наступні фізіологічні механізмами дії 
натрійуретичного пептиду типу В: збільшен-
ня синтезу внутрішньоклітинного циклічного 
гуанозинмонофосфату в гладеньких м’язах 
судин, що викликає їх розслаблення та вазо-
дилатацію (NO-подібна дія); зниження актив-
ності ренін-ангіотензин-альдостеронової та 
симпатичної нервової системи, збільшення 
натрійурезу та діурезу, що знижує системний 
артеріальний тиск; антипроліферативна дія 
(попереджає ремоделювання стінки судин) 
[22, 23]. Згідно з літературними даними у 
хворих на ЦД 1-го типу Т/С- та С/С-гено-
типи промотору гена NPPB асоціюється із 
більшими концентраціями в плазмі крові 
натрійуретичного пептиду типу В порівняно 
із носіями обох Т-алелей [24]. Звідси випли-
ває, що найкращі показники вазодилатації 
очікуються у носіїв цих генотипів. У нашо-
му дослідженні найвищі показники ЕЗВД 
реєструвалися у носіїв поліморфних варіантів 
гена, що підтверджують літературні дані. Та-
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кої закономірності не виявлено у носіїв обох 
С-алелей, для яких були характерні найнижчі 
показники вазодилатації. 

При вивченні І/D - поліморфізму гена 
AСЕ виявлено такий розподіл генотипів: І/І 
– 33,3%, І/D – 41,1%, D/D – 25,6%. У хво-
рих із генотипом І/І рівень ЕЗВД становив 
12,6±1,5%, І/D – 11,6±1,3%, D/D - 17,2±2,8%. 
При  гомозиготності за D-алелем рівень 
ЕЗВД був вірогідно вищим ніж при гете-
розиготності (Р<0,05). Показники ЕЗВД в 
групах носіїв обох І- та поліморфних алелях 
вірогідно не відрізнялися між собою. При 
цьому не спостерігалося достовірної різниці 
в групах з різними генотипами за вмістом 
глікозильованого гемоглобіну та тривалості 
захворювання.

При зіставленні рівня ЕЗВД дітей із І/
І+І/D- та D/D-генотипами вірогідно вищими 
показники вазодилатації були у останніх. 
Найнижчі значення ЕЗВД асоціювалися 
із І-алелем даного поліморфізму. В групі 
дітей із D/D-генотипом реєстрували досто-
вірно менший (Р<0,05) вихідний діаметр 
плечової артерії (2,6±0,1мм), ніж у І/І та  
І/І+І/D-групах (2,9±0,1мм). Це явище можна 
пояснити реалізацією пресорного ефекту на 
судини в хворих з D/D-генотипом, оскільки 
при гомозиготності за поліморфним але-
лем спостерігається підвищена активність 
ангіотензинперетворювального ферменту, 
що збільшує продукцію ангіотензину ІІ та 
прискорює деградацію брадикініну із виник-

ненням вазоспастичних реакцій [25].
Також нами було проведено кореляційний 

аналіз асоціації поєднання генотипів eNOS 
(G894→T), Eln (А1266→G), NPPB (Т-381→C), 
АСЕ (І\D), при яких зустрічалися найнижчі 
показники вазодилатації, із рівнем ЕЗВД. 
Отримано достовірний кореляційний зв’язок 
(P<0,01), який найбільш сильним був при 
поєднанні G/T-генотипу eNOS (G894→T), 
G/G-генотипу Eln (А1266→G), C/C - генотипу 
NPPB (Т-381→C) та I/D - генотипу АСЕ (І/D) 
і становив 0,61 (табл. 3).

При індивідуальному аналізі вищевказа-
них поліморфізмів та показників ЕЗВД у ді-
тей із нетривалим перебігом захворювання 
(до 4 років) та низькими показниками ЕЗВД 
(<12%) виявляється поєднання наведених 
генотипів. У дітей із перебігом захворюван-
ня більше 15 років і високими показниками 
ЕЗВД (<18%) ці генотипи зустрічаються 
рідше, виявляються генотипи, асоційовані 
із кращими показниками вазодилатації 
(табл. 4).

Отже, генотипування хворих із визначен-
ням G894→T - поліморфізму 7 екзону гена 
eNOS, А1266→G - поліморфізму 16 екзону гена 
Eln, Т-381→C - поліморфізму промотору гена 
NPPB, І/D - генотипу АСЕ може дати змогу 
виділити групу ризику судинних ускладнень 
у дітей під час встановлення діагнозу, прово-
дити профілактику розвитку ендотеліальної 
дисфункції та більш інтенсивну терапію 
мікро- та макроангіопатій.

Таблиця 3. Кореляційний аналіз впливу різних поєднань алельних варіантів G894→T-поліморфізму екзону 7-го 
гена ендотеліальної NO-синтази (eNOS), А1266→G гена еластину (Eln), Т-381→C гена натрійуретичного пептиду 
типу В (NPPB), І/D 16-го інтрону гена ангіотензинперетворювального ферменту (AСЕ) на зниження ендотелій-

залежної вазодилатації

Різновиди поєднання алельних варіантів поліморфізімів

П
ол

ім
ор

ф
із

м G894→T eNOS G/T G/T G/T G/T G/T G/T G/T

А1266→G Eln G/G G/G G/G G/G G/G G/G G/G

Т-381→C NPPB C/C C/C C/C C/C C/C C/C C/C

І/D AСЕ І/D І/D І/D І/D І/D І/D І/D

Коефіцієнт кореляції 0,61 0,51 0,50 0,49 0,45 0,42 0,39 0,38 0,37 0,36 0,30
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ВИСНОВКИ

1. Встановлено, що поліморфізми генів 
G894→T eNOS, А1266→G Eln, Т-381→C NPPB та  
І/D АСЕ суттєво впливають на рівень ЕЗВД у 
дітей, хворих на ЦД 1-го типу.

2. Не виявлено асоціації поліморфізмів 
Arg60→His гена LMP2, Met235→Thr гена AGT, 
A1166→C гена ATR1, C-1562→T гена MMP9, 
C-1306→T гена MMP2, Т-786→С гена eNOS, 
С-8→G гена PSMA6 із показниками ЕЗВД в 
досліджуваній групі хворих.

3. У дітей із нижчими показниками 
глікозильованого гемоглобіну та тривалістю 
ЦД 1-го до 10 років із порушеннями ЕЗВД 
асоціюються G/T-генотип G894→T - полі-
морфізму 7 екзону гена eNOS, G/G-генотип 
А1266→G - поліморфізм 16-го екзону гена Eln, 
C/C-генотип Т-381→C - поліморфізму промо-
тору гена NPPB, І/D - генотип інсерційно-де-
леційного поліморфізму гена АСЕ. Поєднання 
згаданих генотипів більшою мірою впливає 
на зниження ЕЗВД, ніж кожен з них окремо. 

4. У дітей із тривалістю ЦД до 4 років із 
показником ЕЗВД менше 12% спостерігаєть-
ся поєднання G/T-генотипу (G894→T) eNOS, 
G/G-генотипу (А1266→G) Eln, C/C-генотипу 
(Т-381→C) NPPB, І/D-генотипу (І/D) АСЕ в той 

час як у дітей із тривалим перебігом захво-
рювання (більше 15 років) і високим показ-
ником ЕЗВД (>18%) ці генотипи виявляються 
рідше, спостерігаються алельні варіанти 
генів, асоційовані із кращими показниками 
вазодилатації.

Н.Б. Праник, С.В. Гончаров, В.Л. Гурьянова,  
В.Г. Майданник, Н.В. Хайтович,  
А.А. Мойбенко, В.Е. Досенко

АНАЛИЗ АССОЦИАЦИИ 11 ПОЛИМОР-
ФИЗМОВ ОДИНОЧНЫХ НУКЛЕОТИДОВ 
С УРОВНЕМ ЭНДОТЕЛИЙЗАВИСИМОЙ 
ВАЗОДИЛАТАЦИИ У ДЕТЕЙ, БОЛЬНЫХ 
САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 1-ГО ТИПА

Представлены результаты поиска ассоциации 11 поли-
морфизмов одиночных нуклеотидов 10 генов с уровнем 
эндотелийзависимой  вазодилатации (ЭЗВД) у 45 детей с 
сахарным диабетом 1-го типа. Изучены следующие поли-
морфизмы: G894→T екзона 7 и Т-786→С промотора  eNOS, 
А1266→G  экзона 16 Eln, Т-381→C промотора NPPB, І/D 
АСЕ, Arg60→His LMP2, Met235→Thr AGT, A1166→C ATR1, 
C-1562→T MMP9, C-1306→T MMP2,  С-8→G PSMA6. Уста-
новлено, что у детей с генотипами G/T eNOS (G894→T), 
G/G Eln (А1266→G), C/C NPPB (Т-381→C), І/D АСЕ  уровень 
ЭЗВД ниже (Р<0,05), чем в группах пациентов с другими 
аллельными вариантами данных генов, который не зависит 
от длительности заболевания, уровня гликозилированного 
гемоглобина и исходного диаметра плечевой артерии. 

Таблиця 4. Індивідуальний аналіз поліморфізмів G894→T екзону 7-го гена ендотеліальної NO-синтази (eNOS),  
А1266→G гена еластину (Eln), Т-381→C гена натрійуретичного пептиду типу В (NPPB), І/D 16-го інтрону гена 
ангіотензин-перетворювального ферменту (AСЕ), показників ендотелійзалежної вазодилатації, тривалості 

захворювання, вміст глікозильованого гемоглобіну та вихідного діаметра плечової артерії. 

Індивідуальний шифр зразка ДНК CD63 CD35 CD52 CD16 CD32 CD51 CD54 CD53

Ендотелійзалежна вазодилатація % 0 3,7 4,8 8,1 8,3 11,5 21,4 18,5

П
ол

і-м
ор

ф
із

м G894→T eNOS G/T G/T G/T G/T G/T G/T G/G G/G

А1266→G Eln G/G G/G A/G G/G G/G G/G G/G

Т-381→C NPPB C/C T/T T/T T/C T/T C/C T/C T/C

І/D AСЕ I/I I/I I/D I/D I/I D/D I/D D/D

Тривалість цукрового діабету, роки 4 3 3 4 4 4,5 15 16

Глікозильований гемоглобін, % 6,5 8,0 5,9 7,8 7,2 8,3 10,7 7,6

Вихідний діаметр артерії, мм 3,2 2,7 2,1 3,7 3,6 3,2 2,8 2,7
 генотипи, які асоціюється із низькими показниками ендотелійзалежної вазодилатації,  
 генотипи, які асоціюється із високими показниками ендотелійзалежної  вазодилатації

Аналіз асоціації між 11 однонуклеотидними поліморфізмами та рівнем ендотелійзалежної вазодилатації у дітей
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Сочетание вышеуказанных генотипов в большей мере 
влияет на снижение ЭЗВД (r=0,61; Р<0,01), чем каждый 
генотип в отдельности. При анализе влияния сочетания 
указанных полиморфизмов на эндотелиальную функцию 
установлено, что генетические факторы являются более 
значимыми в уменьшении ЭЗВД, чем длительность забо-
левания и уровень гликозилированого гемоглобина.
Ключевые слова: полиморфизм одиночных нуклеотидов; 
эндотелийзависимая вазодилатация; сахарный диабет 
1-го типа.

N.B. Pranik 1, S.V. Goncharov 2, V.L. Gurianova 2, 
V.G. Maidannik 1, M.V. Khaitovych 1,  
A.A. Moibenko 2, V.E. Dosenko 2

ASSOSIATION ANALYSYS OF 11 POLYMOR-
PHISMS OF SNPS WITH ENDOTHELIUM  
DEPENDENT VASODILATATION IN CHIL-
DREN WITH DIABETES MELLITUS TYPE 1

We have studied the association with the level of the endo-
thelium dependent vasodilatation (EDVD) among 11 single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) of 10 genes in 45 children 
suffering from diabetes mellitus type 1. Following polymor-
phisms have been studied: G894→T of the eNOS exon 7 and 
Т-786→С of the eNOS promotor, А1266→G of the Eln exon 16, 
Т-381→C of the NPPB promotor, І\D of the ACE, Arg60→His 
of the LMP2, Met235→Thr of the AGT, A1166→C of the ATR1, 
C-1562→T of the MMP9, C-1306→T of the MMP2, and С-8→G 
of the PSMA6. It was shown that children with genotypes G/T 
by eNOS (G894→T), G/G by Eln (А1266→G), C/C by NPPB 
(Т-381→C) and І/D by ACE genes have lower EDVD (Р<0,05) 
than patients with others allelic variants of these genes, and 
this does not depend on duration of the disease, level of gli-
cated hemoglobin and initial diameter of a humeral (brachial) 
artery. The combination of the above-stated genotypes influ-
ences most significantly on EDVD decrease (r=0,61; Р<0,01), 
comparing to each genotype separately.
Key words: single nucleotide polymorphism; endothelium 
dependent vasodilatation; diabetes mellitus type 1 
1Bogomolets National Medical University, Ministry of 
Health of Ukraine, Kyiv
2O.O.Bogomoletz Institute of Physiology, National Academy 
of Sciences of Ukraine, Kyiv
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Експресія генів REG1Α, GAST та TGFB1  
за умов розвитку та загоєння стресіндукованих  
уражень слизової оболонки шлунка щурів
А.С. Драницина, О.О. Моргаєнко, Д.М. Гребіник, Л.І. Остапченко 
Навчально-науковий центр “Інститут біології” Київського національного університету  
ім. Тараса Шевченка; e-mail: alevtina.dranitsina@gmail.com

У роботі досліджено експресію гена Reg1a у слизовій оболонці шлунка щурів за умов розвитку та 
загоєння стресіндукованих уражень. Підвищення було зафіксовано після 1 - годинної дії пошкоджу-
вального чинника – у 2,1 раза, а максимальний рівень відзначали після 3 год стресового впливу – у 
3,5 раза, при цьому вказані зміни відбувалися на фоні інтенсифікації процесів пероксидації ліпідів 
та порушення функціонування антиоксидантної системи. Через 12 та 24 год після припинення дії 
стресора різко знижувався рівень експресії гена Reg1a: в 1,6 та 2 рази відповідно. Аналіз експресії 
гена Gast не підтвердив, що саме гастрин є одним із головних стимуляторів експресії Reg1a в сли-
зовій шлунка за умов водно-імерсійного стресу. У динаміці розвитку та загоєння стрес-індукованих 
уражень виявлено позитивну кореляцію між експресією генів Reg1a та Tgfb1, що може свідчити 
про залучення гена Tgfb1 до прискорення загоєння уражень.
Ключові слова: стрес; виразкові ураження слизової оболонки шлунка; загоєння; експресія генів; 
Reg1a; Gast; Tgfb1. 
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ВСТУП

Серед поширених проблем сучасної га-
строентерології провідне місце посідають 
патології шлунково-кишкового тракту, при 
цьому особлива увага приділяється вираз-
ковим ураженням шлунка і дванадцятипалої 
кишки (ДПК).

Незважаючи на численні дослідження, 
біохімічні аспекти формування і загоєння 
виразкових уражень остаточно нез’ясовані 
і потребують нових підходів і глибшого 
вивчення. Виявлення збудника Helicobacter 
pylori дало змогу певною мірою розкрити 
причини виникнення виразкових уражень, 
однак залишилося нез’ясованим питання, як 
відбувається ульцерогенез за відсутності цьо-
го мікроорганізму [1, 2]. Поширеними фак-
торами виразкоутворення є нервово-психічні 
чинники, адже перенапруження нервової 
системи та стреси – невід’ємні риси життя 
людини у сучасному суспільстві. 

Відомо, що формування виразкових ура-
жень слизової оболонки шлунка (СОШ) і ДПК 
пов’язанo з розвитком запалення, зміщенням 
рівноваги у про- та антиоксидантній системі. 
Окисний стрес, що при цьому виникає, су-
проводжується порушенням молекулярних 
механізмів регуляторних процесів у клітині 
й призводить до зміни експресії окремих 
генів [1, 3].

Ген Reg1a кодує однойменний регенера-
тивний білок (regenerating islet-derived protein 
1a or a lectin-related protein). Він забезпечує 
формування ендокринних острівців і регене-
рацію підшлункової залози в патологічних 
умовах, а також залучений до диференціації 
її клітин за умов регенерації [4-6]. На екс-
периментальних моделях було показано, що 
продукт зазначеного гена є потенційним фак-
тором росту, має трофічний вплив на клітини 
СОШ і відіграє важливу роль при регенерації 
ушкоджень шлунка. Зокрема, він є необхід-
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ним для загоювання виразок у непухлинному 
епітелії шлунка [5, 7-9]. Рівень експресії гена 
Reg1a підвищувався під час загоювання го-
стрих уражень СОШ щурів, спричинених як 
водно-імерсійним стресом, так і введенням 
індометацину [10].

Ген Reg1a переважно експресується у 
фундальних ентерохромафіноподібних (ЕХП) 
клітинах СОШ [7, 10]. Гастрин (кодується 
геном Gast) є важливим фактором росту ЕХП-
клітин, адже він регулює експресію генів 
хромограніну А (необхідний для процесингу 
пропептиду гістаміну), везикулярного моно-
амінного транспортера 2, гістидиндекарбок-
силази внаслідок зв’язування з гастриновим 
рецептором у цих клітинах [9]. Також було 
зазначено, що саме гастрин є одним із стиму-
ляторів експресії гена Reg1a в СОШ, зокрема 
при гіпергастринемії, яка виникає саме після 
водно-імерсійного стресу та в інфікованих 
Helicobacter pylori.

Крім того, було показано, що експресія 
гена Reg1a в ацинарних клітинах ПЗ та під 
час пошкодження і загоєння СОШ за рахунок 
різних чинників регулюється цитокінами: 
трансформуючим фактором росту α (TGF-α), 
епідермальним фактором росту (EGF), інтер-
лейкінами (ІЛ) 6, 8, інтерферонами, цито-
кініндукованим нейтрофільним хемоатрак-
тантом CINC-2β (мишачий гомолог – ІЛ 8), 
трефоіловими факторами (TFFs) тощо [5, 6, 
10, 11].

Цитокін TGF-β1 (ізоформа 1 TGF-β, 
кодується геном Tgfb1) є потужним он-
косупресором у нормальних клітинах, 
спричиняє множинні впливи на різні їх 
типи, беручи часть у регуляції росту, їх 
диференціації, апоптозі, регенерації при 
пошкодженні та в імунній відповіді внаслі-
док активації дозрівання Т-регуляторних 
клітин із подальшим інгібуванням запа-
лення [12-14]. 

Метою нашої роботи було визначити ек-
спресію генів Reg1a, Gast та Tgfb1 за умов 
розвитку та загоєння стресіндукованих ура-
жень СОШ щурів.

МЕТОДИКА

У роботі дотримувалися міжнародних ре-
комендацій стосовно проведення медико-
біологічних досліджень із використанням 
тварин відповідно до Європейської конвенції 
(Страсбург, 1986).

Досліди проводили на самцях нелінійних 
білих щурів масою 250 – 270 г. Тварин утри-
мували на стандартному раціоні віварію. За 
добу до проведення експерименту вони мали 
доступ лише до води. Нейродистрофічні 
ураження шлунка викликали за допомогою 
іммобілізаційного водно-імерсійного стресу, 
для цього щурів поміщали в металеві перфо-
ровані патрони з прозорим вікном у верхній 
частині для голови. Патрони занурювали у 
вертикальному положенні в резервуар так, 
щоб 2/3 тіла тварини перебувало під водою 
(23°С) [15]. Щурів забивали методом дисло-
кації шийних хребців через 0,5, 1, 2, 3 год 
стресового впливу, а також через 12 та 24 
год після його припинення. Тварин у кожній 
експериментальній групі було 7. Визначали 
вміст малонового діальдегіду за реакцією 
з тіобарбітуровою кислотою (ТБК) [16], 
каталазну активність за здатністю перокси-
ду водню утворювати з солями молібдену 
стійкий забарвлений комплекс [17], а також 
концентрацію білка за методом Лоурі [18]. 

РНК отримували за методом Chomczynski 
та Sacchi [19]. Зворотнотранскрипційну 
полімеразну ланцюгову реакцію (ЗТ-ПЛР) 
проводили в 20 мкл реакційної суміші, яка 
містила 2 мкг РНК, 1 ммоль/л дезоксинукле-
озидтрифосфатів (дНTФ), 200 од. зворотної 
транскриптази «Thermo Scientific RevertAid 
Reverse Transcriptase», відповідний буферний 
розчин, 20 од. рибонуклеазного інгібітора 
«Thermo Scientific RiboLock RNase Inhibitor» 
(«Thermo Scientific», Литва), 1 мкмоль/л 
зворотного праймера. Синтез відбувався при 
65°С – 5 хв, 42°С – 60 хв. ПЛР проводили в 
30 мкл реакційної суміші, що містила 3 мкл 
кДНК, буферний розчин, по 200 мкмоль/л 
кожного дНTФ («Thermo Scientific», Литва), 
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по 1 мкмоль/л кожного праймера, до 2,5 
ммоль/л MgCl2 та 1 од. ДНК полімерази «Taq 
DNA Polymerase (recombinant)» («Thermo 
Scientific», Литва). Ампліфікацію фрагментів 
ДНК здійснювали за таких температурних 
умов: ініціююча денатурація 95°С – 3 хв; 
далі 35 циклів (для Actb - β-актин - ген, що 
використовується як внутрішній контроль 
реакції завдяки конститутивній експресії – 28 
циклів): денатурація ДНК 95°С – 45 с; гібри-
дизація праймерів 48°С – 45 с для Reg1a (608 
п.н.), 52ºС – 40 с для Gast (310 п.н.), 52ºС – 
45 с для Tgfb1 (298 п.н.) та 49°С – 40 с для 
Actb (521 п.н.); добудова ланцюга 72°С – 1 хв 
15 с (для Reg1a та Tgfb1) або 1 хв (для Gast 
та Actb). Після цього проводили елонгацію 
ампліфікатів при 72°С – 5 хв. 

У реакціях було використано послі-
довності праймерів: для Reg1a – прямий – 
AGCCTGCAGAGATTGTTGAC і зворотний 
– CCATAGGGCAGTGAGGCAAG; для Gast – 
прямий - GCCCAGCCTCTCATCATC і зворот-
ний - GGGGACAGGGCTGAAGTG; для Tgfb1 
– прямий – CTTCAGCTCCACAGAGAAGA 
ACTGC і зворотний – CACGATCATGTTG 
GACAACTGCTCC; для Actb – прямий - 
TGGGACGATATGGAGAAGAT і зворотний 
- ATTGCCGATAGTGATGACCT. Відтво-
рюваність результатів ампліфікації була 
перевірена в паралельних експериментах 
повторенням ПЛР на кДНК усіх тварин, із 
кожним праймером, не менше ніж 3 рази.

Розділення продуктів ПЛР проводили 
електрофоретично в 1,6 %-му агарозному 
гелі («Agarose LE», «Roche», Німеччина), 
у 0,5-кратному тріс-боратному буферному 
розчині (ТВЕ), при напруженні 5-10 В/см 
[20]. Для напівкількісного аналізу експресії 
ампліконів на основі денситометрії було 
використано програму ImageJ 1.45s (NIH, 
США). Індекси експресії мРНК визначали 
для кожного зразка [21]. 

Математичну та статистичну оброб-
ку результатів досліджень проводили на 
комп’ютері з використанням програмного 
пакета GraphPad Prism 5.04 (GraphPad Soft-

ware Inc., США). Їх перевіряли на нормальне 
розподілення за допомогою тесту Шапіро-
Уілка. Подальший обрахунок відбувався за 
допомогою односпрямованого дисперсійного 
аналізу (one-way ANOVA) із пост-тестом Ту-
кея. Отримані результати наведені у вигляді 
середнього арифметичного ± середньоква-
дратичне відхилення (дисперсія) – SD. Оцін-
ку сили взаємозв’язку окремих показників 
визначали за допомогою коефіцієнта лінійної 
кореляції Пірсона (r). Кореляцію вважали 
сильною при r > 0,5; помірною – від 0,3 до 
0,5; слабкою – від 0,1 до 0,3 [22]. Значення 
розглядали як вірогідні при Р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

За умов експериментального стресіндуко-
ваного виразкоутворення відбувалась інтен-
сифікація процесів пероксидного окиснення 
ліпідів (ПОЛ) у клітинах СОШ: вміст ТБК-
активних сполук істотно перевищував контр-
ольні значення після 1 год впливу (в 1,9 раза), 
зростав протягом усього періоду дії стресора 
і сягав максимума на 3-тю годину: в 2,8 раза 
порівняно з контрольною групою тварин (Р 
≤ 0,001). Незважаючи на те, що загоювання 
СОШ супроводжувалося зниженням вмісту 
вторинних продуктів ПОЛ, їх значення ли-
шалися підвищеними щодо контролю: в 1,9 
і 1,7 раза відповідно (Р ≤ 0,001). Виявлене 
вірогідне підвищення каталазної активності 
в СОШ за умов виникнення (в 1,3, 1,4 і 1,6 
раза за 1, 2 і 3 год дії чинника відповідно) 
та загоєння (у 2 і 2,2 раза через 12 і 24 год 
після припинення дії відповідно, Р ≤ 0,001) 
стресіндукованих уражень шлунка вказують 
на суттєві порушення функціонування ан-
тиоксидантної системи в організмі. Отже, 
зміни вищезазначених біохімічних показни-
ків характеризують стан організму і дають 
змогу встановити передумови як порушень 
у СОШ за умов стресіндукованих уражень, 
так і процесу загоєння. Важливо було оха-
рактеризувати рівні експресії генів Reg1a, 
Gast та Tgfb1 у разі виразкового патогенезу 
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та загоєння, оскільки вільні радикали прямо 
чи опосередковано впливають на них. 

Дослідження характеру експресії гена 
Reg1a показало, що рівень його мРНК в контр-
ольній групі становив 0,044 ± 0,0064 ум. од. 
відносно Actb. При дії пошкоджувального 
чинника було виявлено вірогідне підвищення 
експресії цього гена в 2,1 та 2,8 раза (1 і 2 год 
відповідно), максимальне значення було зафік-
совано через 3 год після впливу (збільшення 
в 3,5 раза) порівняно з контрольною групою 
тварин (Р ≤ 0,001, див. рис. 1.). Під час регене-
рації ушкоджених ділянок СОШ рівень мРНК 
гена Reg1a різко знижувався: в 1,6 та 2 рази 
через 12 і 24 год відповідно (Р ≤ 0,001) порів-
няно з показниками в тварин, що піддавалися 
3 - годинній дії стресора, проте залишалися 
підвищеними порівняно з контролем в 2,2 та 
1,8 раза відповідно (Р ≤ 0,001; див. рис. 1.).

Ген Reg1a відіграє важливу роль при за-
гоюванні виразок у непухлинному епітелії 
шлунка [5, 7-9]. Рівень його експресії зростає 
при гострих і хронічних запальних процесах 
[4, 9, 10], однак починає повертатися до кон-
трольних значень при зниженні інтенсивності 
патологічного процесу [5, 6, 9, 10]. Таким 
чином, антиапоптотичні та пропроліфера-
тивні властивості цього гена при регенерації 
слизової шлунка повинні чітко регулюватися, 
наприклад, інгібуванням сигнальних шляхів 
STAT3 та Akt/Bad/Bcl-xL для запобігання 
пухлинній трансформації епітеліальних клі-
тин шлунка [5, 6]. 

У нашому дослідженні показано зро-
стання рівня мРНК RegIa за умов розвитку 
нейродистрофічних уражень шлунка щурів. 
Отримані результати підтверджуються да-
ними літератури, де показано, що при іммо-

Рис. 1. Рівень експресії мРНК гена Reg1a за умов розвитку та загоєння стресіндукованих уражень слизової оболонки 
шлунка: а – електрофореграма розділення продуктів зворотнотранскрипційної полімеразної ланцюгової реакції, б – 
гістограма відносного рівня експресії, М – маркер молекулярної маси; 1 – контроль; 2 – 5 дія стресу впродовж 0,5; 1; 
2 і 3 год відповідно; 6, 7 – 12 і 24 год після припинення дії стресора відповідно; *** Р ≤ 0,001 порівняно з контролем;  
### Р ≤ 0,001 порівняно з групою тварин, що піддавалися 3-годинній дії стресора
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білізаційному водно-імерсійному стресі в 
СОШ щурів зростає як кількість клітин, які 
експресуюють цей ген, так і власне рівень 
експресії RegIa, особливо в ділянках вираз-
кового ураження [7, 9]. Після припинення 
дії стресора зменшувався ступінь ураження 
СОШ, що супроводжувалося різким знижен-
ням рівня експресії гена RegIa. Наші резуль-
тати підтверджують важливу роль RegIa під 
час загоювання гострих уражень СОШ щурів, 
спричинених водно-імерсійним стресом, як 
і у разі виразкоутворення, індукованого вве-
денням оцтової кислоти чи індометацину [9, 
10]. Деякі автори відмічають [8-10], що саме 
гастрин опосередковує експресію RegIa в 
ЕХП-клітинах слизової шлунка, що, у свою 
чергу, може свідчити про ключову роль гена 
Gast в її активації за умов розвитку та заго-
єння стресіндукованих уражень СОШ.

Нами було виявлено, що в зразках СОШ 

контрольної групи щурів рівень експресії 
гена Gast становив - 0,051 ± 0,0054 ум. од. 
відносно Actb, а за умов розвитку стресін-
дукованих уражень - підвищення в 2,8 раза 
через 0,5 год впливу (Р ≤ 0,001). Надалі при 
розвитку стресу, як і при загоюванні уражень, 
було зафіксовано поступове зниження цього 
показника з поверненням до контрольних 
значень, починаючи з 3-ї години (див. рис. 2.).

Отже, рівень експресії зазначеного гена 
тимчасово зростав на початку впливу пошко-
джувального фактора й поступово наближався 
до свого базального рівня на 3-й годині іммо-
білізаційного водно-імерсійного стресу. Також 
у нашому дослідженні не було виявлено коре-
ляційного взаємозв’язку рівнів експресії генів 
RegIa та Gast (r = - 0,2, Р = 0,70).

Хоча Reg1a переважно експресується в 
ЕХП-клітинах, які мають рецептор до га-
стрину, нами, як і в інших працях (зокрема 

Рис. 2. Рівень експресії мРНК гена Gast за умов розвитку та загоєння стрес-індукованих уражень слизової оболонки 
шлунка: а – електрофореграма розділення продуктів зворотнотранскрипційної полімеразної ланцюгової реакції, б – гі-
стограма відносного рівня експресії, М – маркер молекулярної маси; 1 – контроль; 2 – 5 дія стресу впродовж 0,5; 1; 2 і 3 
год відповідно; 6, 7 – 12 і 24 год після припинення дії стресора відповідно; *** Р ≤ 0,001 порівняно з контролем

32 4М

500
600

400

п.н.
1

500

200
300

65 7 Н-ПЛР
п.н.

Gast

310

Actb
521

0,15

0,20

0,05

0,10

ум.од.

0,5
0

к 1 2 3 12 24

***

***

***

***

а

б

А.С. Драницина, О.О. Моргаєнко, Д.М. Гребіник, Л.І. Остапченко



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2016, Т. 62, № 158

при аналізі вмісту гастрину в сироватці крові 
та використанні селективних антагоністів 
гастринового рецептора), не було показано 
суттєвого впливу гастрину на рівень експресії 
цього гена при розвитку та загоєнні стре-
сіндукованих уражень СОШ [9, 10]. Таким 
чином, одержані нами результати також не 
підтверджують, що саме гастрин є одним із 
головних стимуляторів експресії Reg1a за 
умов водно-імерсійного стресу. 

Відомо, що підвищення рівня як експресії 
гена RegIa, так і синтезу RegIα не завжди є 
наслідком впливу пошкоджувальних агентів 
у шлунку або асоційовані з розвитком різних 
патологічних станів, зокрема канцерогенезом 
[10]. Через це здається ймовірним участь ін-
ших стимуляторів експресії RegIa в слизовій 
шлунка, потрібних або для активації загоєння 
уражень, або для загострення патологічних 
процесів [10, 13]. Зокрема на рівень експресії 
гена Reg1a під час пошкодження та загоєння 

СОШ впливають різні цитокіни [5, 6, 10, 23].
Дослідження характеру експресії гена 

Tgfb1 показало, що рівень його мРНК в 
контрольній групі становив 0,068 ± 0,0067 
ум. од. відносно Actb. Нами було виявлено 
достовірне підвищення експресії Tgfb1 при 
збільшенні тривалості впливу стресового 
фактора: в 2,1 та майже 3 рази (1 і 3 год від-
повідно) порівняно з контролем (Р ≤ 0,001). 
Максимальне значення було зафіксовано вже 
через 2 год (збільшення в 3,4 раза; Р ≤ 0,001). 
Під час регенерації нейродистрофічних ура-
жень СОШ рівень мРНК гена Tgfb1 різко 
знижувався та сягав контрольних значень 
через 12 год після припинення дії стресора 
(див. рис. 3.). 

Різними авторами показано зростання 
експресії генів, що кодують наступні цитокі-
ни: CINC-2β (ген Cxcl3), ІЛ-1b, ІЛ-6, TNF-a, 
EGF, HGF (фактор росту гепатоцитів, ген Hgf) 
тощо за умов іммобілізаційного водно-імер-

Рис. 3. Рівень експресії мРНК гена Tgfb1 за умов розвитку та загоєння стрес-індукованих уражень слизової оболонки 
шлунка: а – електрофореграма розділення продуктів зворотнотранскрипційної полімеразної ланцюгової реакції, б – гісто-
грама відносного рівня експресії, М – маркер молекулярної маси; 1 – контроль; 2 – 5 дія стресу впродовж 0,5; 1; 2 і 3 год 
відповідно; 6, 7 – 12 і 24 год після припинення дії стресора відповідно; *** Р ≤ 0,001, ** Р ≤ 0,01 порівняно з контролем
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сійного стресу [5, 6, 9, 23]. Зокрема при інку-
бації ЕХП-клітин із зазначеними цитокінами 
виявлено їх різну здатність до стимуляції екс-
пресії Reg1a [9, 10]. Окрім того, інгібування 
їх дії за допомогою нейтралізуючих антитіл 
призводило до гальмування процесу загою-
вання виразок у шлунку [9, 10, 23]. 

У нашому дослідженні зростання рівня 
експресії Tgfb1 передувало збільшенню екс-
пресії гена Reg1a за умов іммобілізаційного 
водно-імерсійного стресу. Отримані нами 
результати можна зіставити з даними літе-
ратури, де продемонстровано підвищення 
експресії Cxcl3, яке передувало збільшенню 
рівня експресії Reg1a за стресових умов [9, 
10]. 

Як видно з рис. 4, у проведеному нами 
дослідженні було виявлено сильну позитив-
ну кореляцію між експресією генів Reg1a та 
Tgfb1 (r = 0,8, Р = 0,038) у динаміці розвитку 
та загоєння стресіндукованих уражень шлун-
ка. Виходячи з одержаних результатів, ми 
припускаємо, що підвищення експресії гена 
Tgfb1 за умов розвитку стресіндукованих 
уражень СОШ може додатково стимулювати 
зростання рівня експресії Reg1a та приско-
рювати загоювання виразкових уражень 
внаслідок регулювання клітинного поділу й 
диференціації та інгібування запалення [9, 

10]. Отримані нами результати узгоджуються 
з даними, де було показано збільшення син-
тезу в слизовій шлунка TGF-β, рецепторів 
до нього (TGF-β receptor II, TGF-β receptor 
I (ALK5)) і експресії відповідних генів за 
умов розвитку уражень СОШ [12, 14, 23]. 
Хоча ген Tgfb1, з одного боку, є потужним 
онкосупресором у нормальних клітинах, а 
з іншого – онкопромотором у малігнізова-
них клітинах [13]. А розвиток пухлин часто 
асоційо ваний із втратою чутливості до галь-
мівного ефекту TGF-β1 або із надмірною 
експресією цього фактора. Нещодавно було 
продемонстровано, що зменшення активних 
форм TGF-β1 призводить до посилення запа-
лення, подальшого продукування медіаторів 
запалення, зростання експресії гена Hgf, а 
також посилення проліферації епітеліальних 
клітин аденокарциноми шлунка [13]. 

Звичайно на процес загоювання стресін-
дукованих уражень СОШ та стимулювання 
експресії RegIa можуть впливати різні тро-
фічні фактори і TGF-β1 лише один із них 
[10, 13]. Проте ми робимо припущення про 
можливий вплив цитокіна TGF-β1 (на відміну 
від гастрину) на зростання рівня експресії 
Reg1a та його додатковий внесок у загою-
вання деструктивних уражень СОШ за умов 
стресу. Проте остаточне підтвердження або 
спростування цього припущення потребує 
проведення подальших досліджень із засто-
суванням селективних антагоністів гастри-
нового рецептора та аналізу прямого впливу 
цитокіна TGF-β1 на експресію гена Reg1a в 
культурі ЕХП-клітин. 

Таким чином, нами показано, що за умов 
розвитку стресіндукованих уражень СОШ 
щурів на фоні інтенсифікації процесів пе-
роксидації ліпідів і зміни каталазної актив-
ності зростає експресія гена Reg1α, у той час 
як після припинення дії стресора спостеріга-
ється її зменшення. Аналіз експресії гена Gast 
за тих самих умов не підтвердив, що саме 
гастрин є одним з головних стимуляторів 
експресії гена Reg1a в слизовій шлунка. У ди-
наміці розвитку та загоєння стресіндукованих 

Рис. 4. Кореляційні зв’язки між експресією генів Reg1a 
та Tgfb1 за умов розвитку та загоєння стресіндукованих 
уражень слизової оболонки шлунка: 1 – контроль; 2 – 5 
дія стресу впродовж 0,5; 1; 2 і 3 год відповідно; 6, 7 – 12 і 
24 год після припинення дії стресора відповідно
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уражень шлунка виявлено позитивну кореля-
цію між експресією генів Reg1a та Tgfb1, що 
може свідчити про залучення останнього до 
прискорення загоєння уражень.

А.С. Драницина, А.А. Моргаенко,  
Д.Н. Гребинык, Л.И. Остапченко 
ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ REG1Α, GAST И 
TGFB1 В УСЛОВИЯХ РАЗВИТИЯ И  
ЗАЖИВЛЕНИЯ СТРЕСС-ИНДУЦИРОВАН-
НЫХ ПОВРЕЖДЕНИЙ СЛИЗИСТОЙ  
ОБОЛОЧКИ ЖЕЛУДКА КРЫС

В работе исследовано экспрессию гена Reg1a в слизистой 
оболочке желудка крыс в условиях развития и заживления 
стрессиндуцированных повреждений. Повышение было 
зафиксировано после 1-часового воздействия поврежда-
ющего фактора – в 2,1 раза, а максимальный уровень 
экспрессии отмечали после 3 ч стрессового воздействия 
– в 3,5 раза, при этом указанные изменения происходили 
на фоне интенсификации процессов ПОЛ и нарушения 
функционирования антиоксидантной системы. Через 12 
и 24 ч после прекращения действия стрессора наблю-
далось резкое снижение уровня экспрессии гена Reg1a: 
в 1,6 и 2 раза соответственно. Анализ экспрессии гена 
Gast не подтвердил, что именно гастрин является одним 
из главных стимуляторов экспрессии Reg1a в слизистой 
желудка в условиях водно-иммерсионного стресса. В 
динамике развития и заживления стресс-индуцированных 
поражений желудка выявлена положительная корреля-
ция между экспрессией генов Reg1a и Tgfb1, что может 
свидетельствовать о вовлечении гена Tgfb1 к ускорению 
заживления повреждений.
Ключевые слова: стресс; язвенные повреждения желудка; 
заживление; экспрессия генов; Reg1a; Gast; Tgfb1.

А.S. Dranitsina, O.O. Morgaienko, D.M. Grebinyk 
L.I. Ostapchenko 

EXPRESSION OF REG1Α, GAST AND TGFB1 
GENES IN CONDITIONS OF STRESS-
INDUCED GASTRIC MUCOUS LESIONS 
DEVELOPMENT AND HEALING IN RATS 

Analysis of Reg1a gene expression in rat gastric mucosa 
under development and healing of stress-induced lesions was 
carried out. Increased expression of Reg1a was observed 
after 1 hour of stressor impact - 2,1 times, and achieved the 
maximum level expression after 3 hours of stress exposure - 3,5 
times, that occurred on the background of lipid peroxidation 
intensification and antioxidant system dysfunction. The sharp 
decrease in 1,6 and 2 times of Reg1a gene expression was 
shown in 12 and 24 hours respectively after termination of 
the stressor action. Analysis of Gast gene expression did not 
confirm that gastrin stimulated Reg1a expression in gastric 

mucosa under water immersion restraint stress. The positive 
correlation between Reg1a and Tgfb1 genes expression was 
determined in the dynamics of stress-induced gastric lesions’ 
development and healing, which may indicate the involvement 
of Tgfb1 to acceleration of lesion’s healing.
Key words: stress-induced lesions; gastric mucosa; healing; 
gene expression; Reg1a; Gast; Tgfb1.

Educational and Scientific Center «Institute of Biology», 
Taras Shevchenko National University of Kyiv
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Стабілографічні показники у людини  
в позиціях нахилів тіла вперед і назад
1В.В. Гаркавенко, 1О.В. Колосова, 2В.Д. Максимова
1Інститут фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України, Київ; 2Національний університет 
фізичного виховання та спорту України, Київ; e-mail: olena_kolos@ukr.net

В групі з 15 обстежуваних з використанням стабілографічної методики порівнювали постурологічні 
характеристики у трьох позах: пряма вертикальна стійка, поза нахилу тіла вперед та поза нахилу 
назад. Досліджували зміни положення центру тиску стоп (ЦТС) на горизонтальній площині опори 
та спектральні характеристики постуральних коливань у сагітальній та фронтальній площинах 
(У- та Х-коливань). Тести проводили при відкритих і закритих очах. Спектральна потужність 
коливань суттєво залежала від пози, а саме збільшувалася при нахилах. У всіх трьох позах блокування 
зорового входу призводило до збільшення спектральної потужності як У-, так і Х-коливань у декіль-
кох частотних діапазонах. Показана суттєва залежність від зорового контролю і для середнього 
значення ЦТС при нахилі назад. Порівняльний аналіз спектральних характеристик постуральних 
фронтальних та сагітальних коливань при відкритих і закритих очах вказує на істотну взаємодію 
пропріоцептивної та зорової аферентації у разі утримання рівноваги за умов нахилів тіла відносно 
прямої вертикальної стійки.
Ключові слова: стабілографія; спектральна потужність; пряма вертикальнастійка; пози нахилів 
тіла вперед і назад; сагітальні коливання; фронтальні коливання.

ВСТУП

В останні роки стабілометрія досить успіш-
но використовується як метод дослідження 
механізмів постурального контролю, дифе-
ренційної діагностики при вирішенні ме ди-
ко-біологічних завдань та контролю за реа-
білітаційними та тренувальними процесами 
[1-5]. Дослідження найчастіше проводяться 
в умовах прямої вертикальної стійки, яку в 
стабілографії звичайно позначають терміном 
«основна стійка». Тіло людини, що стоїть, 
виконує коливальні рухи, інколи непомітні, 
в різних площинах. Підтримання рівноваги, 
тобто балансу тіла при стоянні – активний ди-
намічний процес, в якому беруть участь різні 
функціональні системи організму, насамперед 
опорно-рухова та нервова (центральна та 
периферична), а також задіяні органи чуття – 
пропріоцептивний, зоровий та частково вес-
тибулярний апарат. Характеристики коливань 
(амплітуда, частота, напрямок) є чутливими 

параметрами, що відображають стан різних 
систем, які беруть участь у підтриманні ба-
лансу тіла.

Підвищення інформативності стабіло-
графічної методики може бути досягнуто 
в результаті порівняльного аналізу посту-
ральних характеристик, отриманих при різ-
них модифікаціях пози стояння, а також із 
застосуванням додаткових методів обробки 
результатів, насамперед спектрального аналі-
зу постуральних коливань [6-13].

Мета нашої роботи – дослідження особли-
востей постуральних коливань людини, а також 
взаємодії зорової та пропріоцептивної аферен-
тації при утриманні рівноваги за умов нахилів 
тіла відносно прямої вертикальної стійки.

МЕТОДИКА

Дослідження було проведено за участю 
15 обстежуваних обох статей (5 жінок, 9 
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чоловіків) віком від 19 до 58 років (середній 
вік 36 років), без неврологічних захворювань 
в анамнезі і ознак неврологічної патології 
на момент обстеження. Всі учасники були 
ознайомлені з процедурою тестів і дали 
інформовану згоду.

Зміни положення центру тиску стоп 
(ЦТС) в ортогональній системі координат 
реєстрували за допомогою стабілографічної 
силової платформи, забезпеченої чотирма 
датчиками. Під час тестування обстежувані 
знаходилися без взуття на горизонтальній 
площині платформи. Проводили реєстрації в 
трьох позиціях - основній стійці, позі нахилу 
тіла вперед і позі нахилу назад (НВ і НН 
відповідно). 

Під основною стійкою мали на увазі 
вер тикальну позу стояння з випрямленим 
ту лубом і випрямленими у суглобах нога ми  
(в межах зручності для обстежуваного). Го-
ло ву тримали рівно, прямо, погляд спрямова-
ний уперед, руки вільно звисають по боках 
тулу ба. Що стосується розташування ступ-
нів, то використовували один із традиційних 
варіантів, відомий як американський, а саме: 
вони розташовувалися паралельно одна 
одній, симетрично відносно центральної по-
здовжньої осі платформи [11]. Відстань між 
осями ступнів була 18 см.

Інструкція для обстежуваних передбача-
ла виконання нахилів до рівнів, що будуть 
сприйматися як граничні щодо зберігання 
стійкості за умов випрямленого стану ос-
нов ної осі тіла - «голова - тулуб - ноги». 
Слідкували, щоб нахили супроводжувалися 
змінами кутів насамперед у гомілковостоп-
них, а не у колінних та кульшових суглобах, 
в яких вони були мінімальними.

Вимірювали різницю кутів між поло-
женням осі гомілки у основній стійці і при 
нахилах. За умов нахилів вперед різниця 
знаходилася в межах 5-8о, а при нахилах 
назад -3-6о. Слід відмітити, що показники 
варіювали протягом дотримання тестової 
позиції як для одного й того ж, так і для 
різних обстежуваних.

У кожній з позицій реєстрацію проводили 
спочатку при відкритих, а потім при закритих 
очах. З кожним обстежуваним виконували 6 
реєстрацій в різних умовах: основна стійка, 
очі відкриті; основна стійка, очі закриті; 
нахил вперед, очі відкриті; нахил вперед, 
очі закриті; нахил назад, очі відкриті; нахил 
назад, очі закриті. Тривалість реєстрацій в 
кожній з проб становила 20 с. Вважали, що в 
такому досить короткому інтервалі часу стан 
рівноваги обстежуваних можна розглядати  
як відносно стаціонарний. 

Реєстрацію і аналіз сигналів від датчиків 
платформи проводили на комп’ютері за 
допомогою плати введення-виведення NI 
6070E («National Instruments», США) і 
програм, написаних мовою LabView. Частота 
дискретизації сигналів становила 100 с-1. Пе-
ред введенням сигнали піддавали аналоговій 
фільтрації зі смугою пропускання 0,5-200 Гц. 
Реєстрували траєкторії переміщення ЦТС 
(статокінезіограми): на їх основі розрахову-
вали середні значення координат ЦТС для 
кожної з проб.

Спектральний аналіз виконували за 
допомогою програмного пакета «Mathcad 
2001 Professional». Отримували спектральні 
характеристики зміни положення ЦТС у 
сагітальній та фронтальній площинах (Y- і 
X-коливань, відповідно). Значення спек-
тральної потужності коливань (квадратні 
міліметри) розраховували для 6 частотних 
діапазонів: 0-0,2; 0,2-0,5; 0,5-1,0; 1,0-2,0; 
2,0-3,0; 3,0-6,0Гц. Для оцінки статистичної 
значимості міжгрупових відмінностей для 
різних пар показників використовували 
критерій t Стьюдента для парних вибірок.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Слід відмітити, що під час нахилів вперед 
та назад у всіх обстежуваних відбуваються 
відповідні переміщення ЦТС на опорній 
поверхні відносно його положення при 
основній стійці. При закритих очах у всіх 
пробах розмах коливань, як правило, пере-
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вищував такий за умов відкритих очей 
(рис.1). 

Порівнювали положення ЦТС в основній 
стійці та у позі нахилу і розраховували серед-
ні значення X- та Y-координат відхилень у 
позиціях НВ та НН відносно основної стійки 
(рис.2). Значення сагітального відхилення у 
позиції НВ становило 56,1±3,9 мм при від-
критих очах, а при закритих очах - 55,5±3,8 
мм. У позиції НН за умов візуального 
контро лю сагітальне відхилення ЦТС було 
-48,5±2,7мм, а при закритих очах суттєво 
меншим, -42,3±2,4 мм; P<0,01. Фронтальне 
відхилення не залежало від пози та стану 
зорового контролю. У частини обстежуваних 
ЦТС був зміщений дещо праворуч, у інших 
- ліворуч від центральної поздовжньої осі 
платформи. Так, наприклад, на статокінезіо-
грамі одного з обстежуваних (див. рис.1) мож-
на бачити, що у всіх позах ЦТС був зміщений 

праворуч, особливо при нахилах назад.
Результати аналізу спектрів постуральних 

коливань у сагітальній та фронтальній пло-
щинах підтверджують спостереження ба-
гатьох дослідників про переважання в спек-
трах порівняно низьких частот і зниження 
потужності у діапазонах з більшою частотою 
[3, 11]. Такий тип профілю стабілографічних 
спектрів виявився характерним і для основ ної 
стійки, і при нахилах.

Блокування зорового входу призводило до 
збільшення потужності в різних діапазонах 
спектра постуральних коливань. Подібні 
дані за умов закритих очей отримані також 
в інших дослідженнях вертикальної стійки 
та її модифікацій [7-9, 14].

При відкритих очах спектральна потуж-
ність Х-коливань в умовах нахилів переви-
щувала таку в аналогічних діапазонах коли-
вань в основній стійці. Для НВ таке переви-

Рис.1. Траєкторії переміщення центру тиску стоп (cтатокінезіограми), зареєстровані під час дослідження одного 
з обстежуваних при відкритих (а) і закритих (б) очах: 1 – основна стійка, 2 – нахил вперед, 3 – нахил назад 
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щення спостерігалося в 4 (0-0,2; 0,2-0,5; 0,5-
1,0; 2,0-3,0 Гц), а для НН в 5 з 6 (за винятком 
0,2-0,5 Гц) діапазонів спектра. Потужності 
сагітальних коливань при нахилах вперед і 
назад за умов відкритих очей також переви-
щували величини для основної стійки в 5 (за 
винятком 0-0,2 Гц) і 4 (0,5-1,0; 1,0-2,0; 2,0-3,0; 
3,0-6,0 Гц) діапазонах. При закритих очах 
спектральна потужність бічних коливань 
при нахилах також була більшою щодо 
показників для основної стійки, при нахилах 
вперед – істотно для 3 діапазонів (0-0,2; 0,2-
0,5; 1,0-2,0), тоді як при нахилах назад - у 
всіх 6 діапазонах. Для сагітальних коливань 
при закритих очах за умов НВ перевищення 
спектральної потужності щодо основної 
стійки спостерігалося у 2 діапазонах (2,0-3,0; 
3,0-6,0 Гц), а при НН – в 5 з 6 (за винятком 
0-0,2 Гц). Певні відмінності виявлені і 

між значеннями потужності коливань при 
НВ і НН. За умов відкритих очей при НН 
потужність Х-коливань була більшою, ніж 
при НВ, в діапазоні 3,0-6,0 Гц. Однак в умовах 
закритих очей вона при НВ була більшою, ніж 
при НН, у діапазоні 0-0,2 Гц. Порівняння між 
НВ і НН за потужністю У-коливань показало 
її більш високі значення при НН: в діапазоні 
0,2-0,5 Гц при відкритих очах і в діапазоні 
0,5-1,0 Гц при закритих. Таким чином, при 
порівнянні позицій нахилів і основної стійки 
було показано, що спектральна потужність як 
У-, так і Х-коливань у декількох частотних 
діапазонах у разі нахилів була істотно 
більшою, ніж в основній стійці, а різниця 
залежала від наявності зорового контролю.

Обчислювали різницю між значеннями 
потужності коливань в позі нахилу (в обох 
варіантах) і в основній стійці при проведенні 

Рис.2. Зміни положення центру тиску стоп (ЦТС) при нахилах у сагітальній площині (а – нахил вперед; б – нахил назад) 
у різних обстежуваних за умов відкритих та закритих очей. За горизонталлю – порядкові номера обстежуваних (1–15); 
за вертикаллю – значення різниці між усередненими положеннями ЦТС при нахилах та в основній стійці; позитивні 
значення відповідають зміщенню ЦТС вперед, а негативні – назад. Світлі та темні стовпчики – значення зміщення ЦТС 
при відкритих та при закритих очах
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тестів за умов відкритих очей і за відсутності 
зорового контролю. При нахилах вперед і 
назад різниця за умов закритих очей була 
більшою, ніж при відкритих очах. Для 
Х-коливань у разі відкритих і закритих 
очей відмінності були істотними при НВ 
у діапазонах 0-0,2 і 0,2-0,5 Гц та при НН в 
діапазоні 0,2-0,5 Гц, тоді як для У-коливань 
при НВ тільки в діапазоні 3,0-6,0 Гц, а при 
НН – в 5 з 6 діапазонів, за винятком самого 
низькочастотного (0-0,2 Гц).

Проведений також аналіз різниці потуж-
ності стабілографічних коливань в одній і 
тій самій позі при закритих і відкритих очах. 
Для Х-коливань збільшення потужності при 
закритих очах відносно умов відкритих очей у 
позиціях НВ і НН виявилося неістотним. Вод-
ночас збільшення потужності при закритих 
очах для У-коливань в діапазоні 0,5-1,0 
Гц при нахилах назад виявилося значно 
більшим, ніж при НВ (Р <0,05).

Отримані результати дають змогу стверд-
жувати, що фактор зорового контролю має 
істотний вплив на параметри постуральних 
коливань при обох варіантах нахилів тіла. При 
цьому змінюється спектральна потужність 
Х-коливань за умов НВ і НН у відносно 
низькочастотних діапазонах; водночас змі на 
потужності У-коливань за умов НН поміт но 
більш виражена порівняно з НВ. Збіль шення 
У-коливань при відсутності зоро вого контролю 
в позиції НН щодо НВ відображає більш 
високий рівень склад ності утримання пози 
відхилення назад, що, вочевидь, зумовлено 
особливостями пропріорецептивної аферен-
тації при утри ман ні рівноваги. Особливості 
виконання нахилу назад, можливо, пов’язані 
з певним психологічним фактором, а саме, 
більш високим рівнем відчуття суб’єктивної 
без пеки в ситуації нахилів вперед [15, 16], 
навіть в умовах страхування. Можливо, саме 
цим фактором значною мірою спричинено 
зменшення зміщення ЦТС при НН за умов 
закритих очей.

Нахили вперед і назад, безумовно, від різ ня-
ються системою активації проп ріо рецепто рів 

різних частин тіла і суп ро вод жуються склад-
ною взаємодією м’я зів - згиначів і розгиначів. 
Вважається, що в таких умовах задіяні насам-
перед гомілковостопні та кульшові суглоби. 
В наших дослідженнях при виконанні нахилів 
тіла ми намагалися мінімізувати зміни кутів 
у кульшових суглобах. В обох випадках, 
як при нахилах вперед і нахилах назад, 
протилежних за напрямком, спостерігається 
істотне збільшення фронтальних коливань. 
Аналогічне підвищення було показано рані-
ше в дослідженнях при нахилах поверхні 
опори в сагітальній площині протилежної 
спрямованості (вперед та назад) [8]. 

Зміни бічних коливань у разі нахилів тіла і 
нахилів поверхні опори в сагітальній площи ні 
свід чать про істотну роль пропріорецеп торів 
сис теми гомілковостопних суглобів у генезі 
фронтальних коливань при утриманні рівноваги 
під час стояння. Цей висновок узгоджується і з 
іншими даними літератури [17].

Отримані результати аналізу спектраль-
них характеристик постуральних коливань 
при відкритих і закритих очах вказують 
на істотну взаємодію пропріоцептивної та 
зорової аферентації при нахилах тіла від нос-
но основної стійки.

1В.В. Гаркавенко, 1Е.В. Колосова,  
2В.Д. Максимова

СТАБИЛОГРАФИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ 
У ЧЕЛОВЕКА В ПОЗИЦИЯХ НАКЛОНОВ 
ТЕЛА ВПЕРЕД И НАЗАД

В группе из 15 обследуемых с использованием стабило-
графической методики сравнивали постурологические 
характеристики в трех позах: прямая вертикальная 
стойка, наклон тела вперед и наклон назад. Исследовали 
изменения положения центра давления стоп (ЦДС) 
на горизонтальной плоскости опоры и спектральные 
характеристики постуральных колебаний в сагиттальной 
и фронтальной плоскостях (У- и Х-колебаний). Тесты 
проводили при открытых и закрытых глазах. Спектральная 
мощность колебаний существенно зависела от позы, а 
именно, увеличивалась при наклонах. Во всех трех позах 
блокировка зрительного входа приводила к увеличению 
спектральной мощности как У-, так и Х-колебаний в 
нескольких частотных диапазонах. Показана существен-
ная зависимость от зрительного контроля и для среднего 
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значения ЦДС при наклоне назад. Сравнительный анализ 
спектральных характеристик постуральных фронтальных 
и сагиттальных колебаний при открытых и закрытых 
глазах указывает на существенное взаимодействие проп-
риоцептивной и зрительной афферентации при удержании 
равновесия в условиях наклонов тела относительно 
прямой вертикальной стойки.
Ключевые слова: стабилография; спектральная мощ ность; 
прямая вертикальная стойка; позы наклонов тела вперед и 
назад; сагиттальные колебания; фронтальные колебания.

V.V. Garkavenko1, E.V. Kolosova1, V.D. Maksimova2

STABILOMETRIC VALUES OF HUMANS 
UNDER THE CONDITIONS OF FORWARD 
AND BACKWARD BENT POSITIONS

Using stabilometry study the center of pressure (COP) dis-
placement over the horizontal surface and power spectrum 
characteristics of postural sway in the sagittal and frontal 
planes (Y and X- oscillations, respectively) during an upright 
stance (US) and under the conditions of body bents forward 
and backward (BF and BB, respectively) were investigated in 
a group of 15 volunteers. The tests were performed under the 
conditions of opened and closed eyes. It was demonstrated 
that the power spectrum of sway depended on posture, it was 
greater under the conditions of body bents than during the 
upright stance. In all three positions blocking of optical input 
resulted in an increase in power spectrum as well of Y- and 
X-oscillations in a number of frequency bands of body sway. 
A significant dependence on the visual control for the mean 
value of COP under the conditions of bents backward was 
also found. Data on changes in the lateral oscillations under 
the conditions of body bents in the sagittal plane showed 
the essential role of ankle proprioceptors in the genesis of 
the lateral oscillations at keeping balance during standing. 
The comparative analysis of power spectrum characteristics 
of postural sway in the sagittal and frontal planes under the 
conditions of opened and closed eyes indicated a significant 
interaction between proprioceptive and visual afferentation at 
positions of body bents relative to upright stance.
Keywords: stabilometry; power spectrum; upright stan ce; for-
ward and backward body bent positions; anteroposterioroscil-
lations; medio-lateral oscillations.
1O.O.Bogomoletz Institute of Physiology NAS of Ukraine, 
Kyiv; 
2National University of Physical Education and Sports of 
Ukraine, Kyiv
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To determine the role of systemic effects of inflammation at traumatic brain disease caused by severe trau-
matic brain injury. The study is performed on 65 white outbred male rats. TBI is applied with one blow on 
animal’s cranial vaults with blow energy of 0.52 J. The rate of mortality within the first 5 days after the 
injury is 87%. Experimental animals have got severe closed TBI. Blood contents of circulating immune 
complexes, C-reactive protein, ceruloplasmin, proinflammatory - interleukins(IL-1b, IL-6, IL-8 and tumor 
necrosis factor α -TNF-α) are investigated. The circulating immune complexes levels are increased 3.1 times 
in 24 hours and 4.4 times on the 5th days of trauma reflecting the progressive accumulation of metabolites 
and toxins in brain tissue and in the blood of injured animals. Blood levels of C-reactive protein are mark-
edly increased in all periods of observation exceeding the control levels 3.5 times in 3 hours and 21.3 times 
after 5th day of trauma. Thus the study results suggest that the acute phase of systemic inflammation sets 
at the end of the 1st day after the trauma and it progresses in the course of traumatic brain disease. Blood 
contents of IL-1b increases continuously: 4.7 times in 3 hours; 7.6 times in 24 hours; and 17.4 times on the 
5th day after trauma. The other interleukins levels are also increased but to a lesser extent. The coherence 
of changes in levels of circulating immune complexes, acute-phase proteins and interleukins indicates a 
pathogenic pattern of the acute period of traumatic disease at traumatic brain injury: spreading of damage 
processes with the involvement of body organs and tissues and the establishment of a systemic inflammatory 
reaction stage from the second day of posttraumatic period.
Key words: traumatic brain injury; acute phase proteins; proinflammatory interleukins.

INTRODUCTION

In recent years systemic signs of the organism’s 
involvement in the inflammatory reaction are in 
increasing interest. The systemic inflammatory 
reaction is involved in pathogenesis of extreme and 
terminal conditions [1-3]. It is known that systemic 
effects of inflammation are mediated by different 
mediators including cytokines, prostaglandins, 
kinins, and hormones, of which proinflammatory 
interleukins are the most important [4-6].

Along with fever, intoxication, leukocytosis 
and an increased erythrocyte sedimentation rate 
the systemic effects of inflammation include 
an increase in acute phase proteins (positive 
acute phase reactants), of which C-reactive 
protein (CRP) and ceruloplasmin (CP) are most 
researched [3, 7, 8]. Unspecific signs of the 

inflammatory reaction include increased blood 
levels of proinflammatory cytokines as well as 
a presence of circulating immune complexes 
(CIC) which consist of endogenous antigens 
formed from tissue necrosis, complement and 
precipitating antibody IgM, IgG1, IgG2 and IgG3.

It can be assumed that traumatic brain injury 
(TBI) which is due to severe traumatic disease 
causes systemic inflammatory reaction that 
in turn results in multiple organ dysfunction 
syndrome.

METHODS

The study was performed on 65 white male rats 
weighing 200 ± 10 g. TBI was applied with one 
blow on the cranial vault by means of free-fall-
ing plummet [9]. The blow energy was 0.52 J; 
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and the mortality within the first 5 days after 
the injury was 87 %. Animal experiment was 
carried out according to European Convention 
for the Protection of Vertebrate Animals used 
for Experimental and Other Scientific Purposes 
(Strasbourg, 1986). The subsequent brain au-
topsy revealed the presence of subperiosteal, 
subdural, epidural and skull base hematomas, 
as well as foci of crushed brain tissue and dedrit 
in the blow zone and swelling of the pituitary 
gland. The received date suggested that experi-
mental animals have got severe closed TBI with 
skin hematomas, fractures of the cranial vault 
without displacement, crushing of the parietal 
and temporal lobes cortex, a damage of the 
brain in the form of diffuse petechial hemor-
rhages and “cladding” hematoma (in the blow 
zone) the frontal and temporal lobes bases (in 
the anti-blow zone). The control group included 
15 sham-operated animals. Blood contents of 
CIC, CRP, CP, proinflammatory interleukins: 
interleukin1b (IL-1b), 6 (IL-6), 8 (IL-8) and 
tumor necrosis factor α (TNF-α) were investi-
gated in 3, 24, 48, 72 hours and in the 5th day 
after trauma. The CIC and CP contents were 
measured photometrically using a spectropho-
tometer SPECORD-200 (Germany). The CRP 
blood levels were measured by means of ELISA 
kit from DRG International, Inc. (United States). 
The interleukins blood levels were measured 
using the reagents “ProCon” (Russia) with the 
result registration on the reader PR2100 (“Sanofi 
Diagnostic Pasteur”, France). The study results 
were processed using the method of multiple 
comparisons in the program of the statistical 

analysis MedCalc v.15.11.0 (MedCalc Software 
bvba, 1993-2015).

RESULTS AND DISCUSSION

The results of investigation of the CIC and 
acute-phase proteins (CRP and the CP) in 
the blood of animals with TBI are presented 
in Table 1. It shows an increase in the CIC 
levels 1.4 times after 3 hours after trauma. More 
significant increase of the CIC is revealed in the 
course of TBI: 3.1 times in 24 hours and 4.4 
times in the 5th days (P<0.05 in both cases).

It is known that severe TBI causes brain 
tissue crushing and the blood brain barrier 
impairment. As a result neuronal antigens 
enter the bloodstream and bind antibodies 
activating the complement system and 
producing the CIC [1]. Thus an increase in 
the CIC can be conceded as unfavorable 
pathogenic factor that reflects accumulation 
of metabolites and toxins in brain tissue and 
in the blood of injured animals. The immune 
complexes are deposited in vessel walls 
causing generalized inflammation in the 
microcirculation vessels [6, 8]. On the other 
hand a marked increase in the CIC within 
the early period of traumatic disease can be 
regarded as a protective reaction designed 
to binding an excess of neuronal antigens. 
However further increase in the CIC must be 
interpreted as a damage reaction leading to a 
generalization of the inflammatory reaction.

Blood CRP content is markedly increased 
in all periods of observation. It scientifically 

Table1. Blood contents of the circulating immune complexes (CIC) and acute-phase proteins (CRP and CP) in the 
course of traumatic brain injury; M ± m

Index Control
Time after trauma

3 hours 24 hours 48 hours 72 hours 5 days

CIC, units of OD 40.6±5.12 55.4±5.57 124.2±10.3* 167.3±17.8 * 170.4±16.7* 175.9±18.4*

CRP, mg/L 1.52±0.09 5.32±0.48 * 16.03±2.08* 17.55±2.46* 28.59±2.37* 32.46±2.52*

CP, mmol/L 2.34±0.26 5.47±0.46* 7.85±0.67 * 3.57±0.36 1.42±0.11 0.47±0.03 *
P <0.05 compared with the average values of the control group
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increases (3.5 times) in 3 hours after trauma. 
In 24 hours after trauma the CRP content 
increases 3 times comparing to those of 
the 3-hours level and this exceeds its 
control levels 10.5 times. The CRP content 
continuously increases thus exceeding its 
control levels 18.8 times in 72 hours and 
21.3 times in the 5th day.

CRP is a major component of the acute 
phase of inflammation. It  is actively 
involved in the formation of protein-ligand 
complexes, which are then removed by the 
system of mononuclear macrophages [1]. 
Furthermore, CRP inhibits and neutralizes 
toxic protease molecules. In this regard, 
CRP is considered the most sensitive and 
specific clinical and laboratory markers of 
acute inflammation [5].

In our opinion, such a  pronounced 
increase in the content of CRP, as well as an 
increase in the content of CIC suggests that 
the acute phase of inflammation sets by the 
end of the 1st day after the trauma. Hence, 
the early stage of TBI can be referred to as 
the inflammatory stage. Further increase 
in CRP indicates the progression of the 
inflammatory response and its generalization.

In recent years CP is viewed as one of the 
acute phase proteins [7]. Blood CP levels 
changes ambiguously within the course of 
traumatic disease. They increase in 3 and 24 
hours after trauma exceeding their control levels 
2.3 and 3.3 times correspondently (P<0.05 in 
both cases). However further the blood CP 
levels decrease in 72 hours and in the 5th day 
after trauma to 61 % and 20 % of their control 
levels correspondently(P<0.05 in both cases).

The increase in the blood CP content 
at the first days after injury is associated 
with the stimulating effect of inflammatory 
mediators on its hepatic synthesis during 
the acute phase of inflammatory response. 
The subsequent decline in the blood CP 
content is likely due to the exhaustion of 
serum antioxidant enzymes to which CP 
belongs because of its ability to bind oxygen 

free radicals and to inactivate them [7]. 
Second day after trauma is characterized 
by the development of systemic effects of 
inflammation thus it can be considered a 
turning point in the course of post-traumatic 
period.

On the first day after trauma inflammation 
can be activated by proinflammatory interleukins 
[4], of which IL-1b is known as a major mediator 
of inflammation. It is released by macrophages, 
B-lymphocytes and fibroblasts. In the brain IL-
1b is formed, as well as other proinflammatory 
interleukins, by glial cells in the affected 
and in the perifocal areas [3, 6]. TNF-α is 
another inflammatory mediator producing by 
activated monocytes and macrophages in the 
site of injury. It is responsible for synthesis 
of the key nuclear transcription factor NF-kB, 
which switches the spectrum of the synthesized 
proteins to inflammatory factors – cytokines 
and adhesion molecules [4, 10]. IL-6 is a 
interleukin of “secondary cascade” because 
its synthesis is activated by TNF-α and IL-1b 
[5]. IL-6 stimulates B-cells for the production 
of antibodies. IL-6 is also responsible for the 
induction of acute phase inflammatory response 
via its stimulation of the liver to produce acute-
phase proteins. IL-8 is released by activated 
macrophages, endothelial and epithelial cells. 
It is a chemotaxis factor for neutrophils, T-
lymphocytes, macrophages, lymphocytes and 
eosinophils, thereby contributing to secondary 
alteration, development edema, and spreading 
of the damage zone [5].

The results of blood interleukins contents in 
the in the course of traumatic brain injury are 
shown in the table 2.

In our study, blood content of IL-1b 
increases continuously: 4.7 times in 3 hours; 
7.6 times in 24 hours; and 17.4 times in the 
5th day after trauma. The content of TNF-α 
increases 1.8 times in 3 hours; 2.2 times in 24 
hours; and 2.9 times in the 5th day after trauma 
(P<0.05 in all cases ). There is a maximal 
increase in the content of both IL-1b and TNF-α 
on the 5th day after trauma. IL-1b increases more 

Systemic effects of unspecific inflammatory reaction at traumatic brain injury
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than TNF-α indicating its greater involvement 
in the inflammatory process at traumatic 
disease. The content of IL-6 exceeds its control 
levels 2.4 times in 3 hours; 3.7 times in 24 hours 
and 7.9 times in the 5th day after trauma.

The content of IL-8, exceeds its control 
levels 1.4 times in 3 hours after trauma but 
it is not statistically significant (P>0.05). 
Significant increase in IL-8 content occurs 
only after 24 hours – by 3.3 times; and in the 
5th day it exceeds the control 4.2 times.

Assessment of the interleukins blood 
content dynamics one can note the succession 
of cytokines cascade (Fig. 1).

The highest increase in the blood IL-
1b levels reflects its role in pathogenesis of 

inflammation at traumatic disease: IL-1b can 
be regarded as major reactant of the immune 
system. Changes in the blood contents of IL-6 
и TNF-α are similar to those of IL-1b but their 
increase is less significant. In our opinion 
this reflects sequential activation primary 
and secondary mediators of inflammation at 
traumatic brain in TBI. Marked increase in 
secondary mediators in the blood in 48 hours after 
trauma indicates likely the formation of a new 
stage of the pathogenesis of inflammatory 
reaction. Generalization of inflammation 
is suggested by “cytokine storm” which is 
revealed in our study. Coherence of changes 
in the levels of interleukins, the CIC and 
the acute-phase proteins shows significant 

Table 2. Blood interleukins contents in the course of traumatic brain injury, M ± m

Index Control
Time after trauma

3 hours 24 hours 48 hours 72 hours 5 days

IL-1b. pkg/ml 3.28±0.25 15.42±1.48* 24.83±2.37* 49.75±5.33* 55.43±6.37* 57.22±5.61*

TNF-α. pkg/ml 29.52±3.32 52.06±4.29* 66.28±7.49* 76.58±8.7* 81.09±7.53* 86.27±8.29*

IL-6. pkg/ml 4.28±0.44 10.27±1.55* 15.86±1.63* 27.39±3.60* 30.28±3.09* 33.92±3.59*

IL-8. pkg/ml 11.23±1.28 15.39±2.48 36.94±3.57* 45.84±3.28* 42.38±4.58* 47.38±5.60*
P <0.05 compared with the average values of the control group

Fig. 1. Contents of proinflammatory interleukins in the course of posttraumatic period (all indexes 
are expressed in % of the control group levels, which are 100 %)
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feature of the pathogenesis of this period of 
traumatic disease – the generalization of the 
inflammatory response involving the organs 
and tissues.

CONCLUSION

Thus, the study of the blood levels of CIC, CRP, 
CP and proinflammatory interleukins in the 
course of severe TBI reveals a common pattern 
in the reaction of pro-inflammatory cascade 
markers with a maximum gain on the second day 
of post-traumatic period, reflecting the initial 
activation of the inflammatory response with 
further it generalization.

The initial moderate increase in the 
blood levels of interleukins can be regarded 
as the response of the immune system 
to damage which contributes to the mo-
bilization of the body’s defenses, while 
the subsequent marked increase indicates 
the start of damage processes and set the 
inf lammatory  s tage in  the course of 
traumatic disease in TBI.

С. В. Зябліцев, С. В. Піщуліна,  
С. В. Колеснікова, Р. М. Борис

СИСТЕМНІ ПРОЯВИ НЕСПЕЦИФІЧНОЇ 
ЗАПАЛЬНОЇ РЕАКЦІЇ ПРИ ТРАВМАТИЧНІЙ 
ХВОРОБІ ГОЛОВНОГО МОЗКУ

Наведено аналіз динаміки при важкій експеримен-
тальній черепно-мозковій травмі вмісту у крові цир-
кулюючих імунних комплексів, С-реактивного білка, 
церулоплазміну та прозапальних цитокінів. Виявлена 
загальна закономірність реакції маркерів прозапального 
каскаду з максимальним їх приростом на другу добу 
післятравматичного періоду, що відображало первин-
ну активацію запальної реакції, а у подальшому – її 
генералізацію. Максимальний приріст вмісту у крові 
цитокінів, особливо, IL-1β, в цей період вказував на 
прогресування процесів пошкодження та формування 
стадії системної запальної реакції у перебігу травма-
тичної хвороби головного мозку.
Ключові слова: травматична хвороба головного мозку; 
білки гострої фази запалення; прозапальні цитокіни.

Український науково-практичний центр ендокринної 
хірургії, трансплантації ендокринних органів і тканин 
Міністерства охорони здоров’я України, Київ

С. В. Зяблицев, С. В. Пищулина,  
С. В. Колесникова, Р. Н. Борис

СИСТЕМНЫЕ ПРОЯВЛЕНИЯ  
НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ ВОСПАЛИТЕЛЬ-
НОЙ РЕАКЦИИ ПРИ ТРАВМАТИЧЕСКОЙ 
БОЛЕЗНИ ГОЛОВНОГО МОЗГА

Приведен анализ динамики при тяжелой эксперимен-
тальной черепно-мозговой травме содержания в крови 
циркулирующих иммунных комплексов, С-реактивного 
белка, церулоплазмина и провоспалительных цитокинов. 
Выявлена общая закономерность реакции маркеров про-
воспалительного каскада с максимальным их приростом 
на вторые сутки посттравматического периода, что отра-
жало первичную активацию воспалительной реакции, а 
впоследствии – ее генерализацию. Максимальный при-
рост содержания в крови цитокинов, особенно, IL-1β, в 
этот период указывал на прогрессирование процессов 
повреждения и формирования стадии системной воспа-
лительной реакции в течении травматической болезни 
головного мозга.
Ключевые слова: травматическая болезнь головного моз-
га; белки острой фазы воспаления; провоспалительные 
цитокины.
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Кореляційні зв’язки показників церебральної  
гемодинаміки та електричної активності головного 
мозку у дітей з порушенням рухової активності
І.В. Головченко, М.І. Гайдай
Херсонський державний університет; e-mail: dinamoyra@yandex.ru

Досліджували кореляційні зв’язки між показниками церебральної гемодинаміки та електричної 
активності головного мозку у дітей з дитячим церебральним паралічем. Встановлена більша 
кількість зв’язків між показниками реоенцефалограми та електроенцефалограми у лівій півкулі 
головного мозку, ніж у правій. У фронтомастоїдальному відведенні зафіксовано 19 кореляційних 
зв’язків, а в окципітомастоїдальному – 59, що відображає компенсаторний перерозподіл мозкового 
кровопостачання більш уражених структур стовбурових відділів мозку, які пов’язані з забезпеченням 
кіркових функцій. У дітей з порушенням рухової активності центрального походження відбувається 
міжсистемна динамічна перебудова взаємозв’язків показників електричної активності мозку та 
церебральної гемодинаміки з формуванням нових достовірно значущих позитивних і негативних 
кореляцій, що свідчить про прояв компенсаторно-пристосувальної реакції мозку в умовах дизон-
тогенетичного розвитку.
Ключові слова: кореляційні зв’язки у реоенцефалограмі та електроенцефалограмі;  церебральна 
гемодинаміка; електрична активність головного мозку.
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ВСТУП

Рух – універсальний прояв життєдіяльності, 
що забезпечує можливість активної взає-
модії як основних частин тіла, так і цілого 
організму з навколишнім середовищем за-
безпечуючи виживання виду [1, 2]. Останні 
роки характеризуються зростанням рухових 
порушень у загальній структурі уражень не-
рвової системи в дитячому віці, наслідком є 
зниження рівня здоров’я дітей та погіршен-
ня якості їхнього життя. Одним з найбільш 
поширених у світі порушенням рухової ак-
тивності центрального походження, що вияв-
ляється на ранніх етапах онтогенезу людини, 
є дитячий церебральний параліч (ДЦП) [3], 
який досліджувався у гемодинамічному [4], 
біохімічному [5], біомеханічному [6], нейроп-
сихологічному [7] аспектах. Нейрофізіологіч-
ними дослідженнями доведено, що важлива 
роль у механізмах розвитку ДЦП належить 
дисфункціям неспецифічних структур голов-

ного мозку, що інтегрують складні регулятор-
ні та адаптаційно-компенсаторні процеси в 
організмі [8]. З іншого боку, зниження рівня 
рухової активності, яким супроводжується 
церебральний параліч, призводить до змен-
шення притоку пропріоцептивної аферента ції 
до головного мозку, що відіграє важливу роль 
у його розвитку на ранніх етапах онтогенезу 
[9]. У зв’язку з цим вбачається доцільним 
з’ясування закономірностей становлення 
структурно-функціональної організації го-
ловного мозку у дітей з рано набутими по-
рушеннями рухової активності центрального 
походження.

Дослідженню електричної активності 
головного мозку при порушеннях рухової 
активності присвячено багато робіт, в яких 
виявлені: прояви дезорганізації основного 
ритму і патологічна повільна активність [10]; 
парціальне або загальне зниження біоелек-
тричного тонусу кори у вигляді осередкового 
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або дифузного надлишку повільних хвиль і 
підвищення тонусу кори мозку при незнач-
них сенсорних стимулах [11]; згладженість 
зональних відмінностей та реґіонарні аси-
метрії, що виявляються як у стані природ-
ного сну, так і у стані неспання [12]. Автори 
переважно акцентують свою увагу лише на 
візуальному аналізі електроенцефалографіч-
них показників з виявленням патологічних 
комплексів та зональних відмінностей. 

Слід підкреслити, що церебральна гемо-
динаміка реагує на незначні зміни активності 
головного мозку, забезпечуючи збереження 
ієрархії рівнів управління фізіологічними 
функціями в організмі людини [13, 14]. Нами 
встановлено, що у дітей з порушенням рухової 
активності спостерігається недостатність кро-
вопостачання головного мозку, що найбільш 
виражене у системі хребетних артерій правої 
гемісфери. Також низька об’ємна швидкість 
кровотоку у системах внутрішніх сонних 
та хребетних артерій. Це може вказувати на 
порушення венозного відтоку з порожнини 
черепа, що супроводжується змінами венозної 
циркуляції в синусах мозку. В системі хребет-
них артерій спостерігається міжпівкулева аси-
метрія зростання в правій півкулі, на відміну 
від лівої півкулі головного мозку, показників 
тонусу судин артеріального та венозного типу 
дрібного калібру [4]. Таким чином, можливо 
припустити, що спастичні стани внаслідок 
порушення іннервації м’язів при ДЦП усклад-
нюють церебральний кровоток, створюючи 
невідповідність між метаболічними потребами 
структур головного мозку та рівнем кровопо-
стачання, що в свою чергу змінює електричну 
активність головного мозку.

Мета нашої роботи - дослідження елек-
тричної активності та кровообігу головного 
мозку у дітей з порушенням рухової актив-
ності центрального походження.

МЕТОДИКА

Для дослідження, яке проводили на базі 
Херсонського державного університету та 

Херсонської міської клінічної лікарні ім. 
О.С. Лучанського, було відібрано 78 дітей 
(38 дівчаток та 40 хлопчиків) віком від 8 до 
12 років з порушенням рухової активності 
(спастична форма ДЦП). Всі діти навчалися 
у Цюрупинському будинку-інтернаті для 
дітей-інвалідів Херсонської області та були 
здатні до самостійного самообслуговування. 
В сімейному аналізі хворих були відсутніми 
вказівки на неврологічні захворювання серед 
родичів, зокрема, випадки порушення рухо-
вої активності центрального походження. 
Дослідження проводили з дотриманням біо-
тичних норм (протокол біоетичної експертизи 
№ 3 від 15 листопада 2010 р.). Контрольну 
групу склали 100 учнів Херсонської багато-
профільної гімназії № 20 (з них 50 хлопчиків 
та 50 дівчаток) аналогічного віку.

Електричну активність реєстрували 
на комп’ютерному електроенцефалографі 
«Braintest» (Харків, 1999) у стані розслабле-
ного неспання із заплющеними очима. Смуга 
частот була обмежена знизу (1 Гц) і зверху 
(30 Гц), стала часу становила 0,3 с, а частота 
дискретизації сигналу - 50 с-1. Швидкість 
повторення смуги – 30 мм/с. Міжелектрод-
ний опір був меншим за 5 кОм. Частотну 
вісь (від 0 до 30 Гц) розбивали на відрізки з 
кроком 0,2 Гц та діапазони: δ (0,2-3,8 Гц), θ 
(4,0-7,8 Гц), α (8,0-12,8 Гц) і β (13,0-30 Гц). 
Електроди для реєстрації ЕЕГ розміщували 
за міжнародною системою 10 - 20 у восьми 
симетричних проекціях лівої і правої півкуль. 
Реєстрація здійснювали монополярно з ре-
ферентним об’єднаним вушним електродом. 
Церебральну гемодинаміку досліджували 
за допомогою автоматизованої системи 
реограф Р4-О2, який був з’єднаний з IBM-
сумісним комп’ютером через послідовний 
порт, застосовуючи фронто- та окципітома-
стоїдальне відведення. Розраховували такі 
параметри: кровонаповнення артеріального 
русла, периферичний опір, дикротичний ін-
декс, діастолічний індекс, венозний відтік, 
об’ємну швидкість кровотоку. Комп’ютерна 
програма дослідження кореляційних зв’язків 
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включала визначення коефіцієнтів кореляцій 
(r), між показниками фонової ЕЕГ (ампліту-
да ритмів) і РЕГ. Числове значення цього 
коефіцієнта коливається в межах від –1,0 до 
+1,0. Його позитивні значення вказують на 
прямий зв’язок, а негативні – на зворотну 
кореляцію. Числові значення коефіцієнтів 
кореляції (r) нормувались в межах від 0,08 до 
0,98 і, відповідно, виражали: до 0,49 – слабку 
ступінь кореляції, 0,50–0,69 – значущу, 0,70 
і вище – високу. Математичні операції про-
водили у програмних пакетах Microsoft Exel 
2003 та Statistica 6.0.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

У дітей з порушенням рухової активності 
вірогідно більша кількість зв’язків між зна-
ченнями показників РЕГ та ЕЕГ, ніж у дітей 
контрольної групи, особливо у лівій півкулі 
головного мозку. При зіставлені амплітуди 
δ-діапазону з показниками церебральної 

гемодинаміки в дітей основної групи, було 
зафіксовано: у хлопчиків 16 (всі негативні) 
кореляційних зв’язків (Р<0,05), а у дівчаток 
- 37 (із них 20 позитивних та 17 негатив-
них). Дівчатка мали 16 зв’язків у лівій та 21 
в правій, а хлопчики 13 у лівій та 3 у правій 
півкулі. У дівчаток зафіксовано 11 зв’язків 
при фронто- та 26 при окципіто- відведеннях, 
а у хлопчиків – 7 та 9 відповідно.

Встановлено набагато більше кореляцій-
них зв’язків у дівчаток, ніж у хлопчиків між 
значеннями амплітуди δ-діапазону та РЕГ 
(рис. 1, а, б). Венозний відтік лівої півкулі 
(позитивний) каротидної системи та (нега-
тивний) вертебро-базилярної системи лівої 
півкулі має значущі зв’язки з амплітудою 
δ-діапазону лівої лобової зони, яка в свою 
чергу має значущі як позитивні, так і негатив-
ні зв’язки з тонусом судин артеріального типу 
дрібного калібру лівої півкулі; периферичним 
опором судин, тонусом судин венозного типу 
дрібного калібру, кровонаповненням ар-

Рис. 1. Просторовий розподіл кореляційних зв’язків між амплітудою δ-діапазону (0,2-3,8 Гц) та величинами реоенцефало-
графічних показників у великих півкулях головного мозку дівчаток (а) та хлопчиків (б) з порушенням рухової активності.
Примітка: тут і надалі на рис. 2-4 пунктиром позначено - значимі кореляції (r=0,51-0,70); лінією - високі кореляції (r=0,71-
1,00). Fs, Fd – лобна зона; Ts, Td – скронева зона; Ps, Pd - тім’яна зона; Os, Od – потилична зона; FM – фронтомастоїдальне 
відведення; OM – окципітомастоїдальне відведення; R – праворуч; L – ліворуч; A – кровонаповнення артеріального русла; 
В/А – периферичний опір судин головного мозку; I/А – тонус артеріол; D/А – тонус венул; BOA – венозний  відтік з 
певної зони мозку; F – швидкість об’ємного кровотоку

а б

Кореляційні зв’язки показників церебральної гемодинаміки та електричної активності головного мозку
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теріального русла вертебро-базилярної систе-
ми правої півкулі (в лівій півкулі реєструється 
негативний зв’язок). Амплітуда δ-діапазону 
правої лобової зони мала негативну значущу 
ступінь кореляції з периферичним опором 
судин, тонусом судин венозного типу дрібно-
го калібру лівої півкулі каротидної системи, 
венозним відтоком, швидкістю об’ємного 
кровотоку вертебро-базилярної системи та 
високу позитивну ступінь з тонусом судин ве-
нозного типу дрібного калібру правої півкулі 
вертебро-базилярної системи. Тонус судин 
венозного типу дрібного калібру (негатив-
ний) та кровонаповнення артеріального русла 
(позитивний) мали значущі зв’язки з ампліту-
дою δ-діапазону тім’яної зони. Амплітуда 
δ-діапазону лівої потиличної зони мала 
зв’язки з кровонаповненням артеріального 
русла каротидної системи (тісні позитивні), 
вертебро-базилярної системи лівої півкулі 
(тісні позитивні). Спостерігався значущий 
негативний зв’язок амплітуди δ-діапазону 
лівої тім’яної зони з швидкістю об’ємного 
кровотоку вертебро-базилярної системи лі-
вої півкулі, а в правій тім’яній зоні - зв’язки 
з тонусом судин венозного типу дрібного 
калібру каротидної системи лівої півкулі, 
периферичним опором судин та тонусом 
судин артеріального типу дрібного калібру 
вертебро-базилярної системи правої півкулі. 
Кровонаповнення артеріального русла лівої 
півкулі мали значущі позитивні зв’язки з 
амплітудою δ-діапазону правої потиличної 
зони, яка в свою чергу мала зв’язок з пери-
феричним опором судин каротидної системи 
лівої півкулі, тонусом судин венозного типу 
дрібного калібру (негативний), швидкістю 
об’ємного кровотоку вертебро-базилярної 
системи правої півкулі.

У хлопчиків були встановлені значущі 
зв’язки між амплітудою δ-діапазону та по-
казниками РЕГ (див рис. 1, б). Амплітуда 
δ-діапазону правої лобової, скроневої та 
тім’яної зон мала значущу негативну ступінь 
кореляції з кровонаповнення артеріального 
русла правої півкулі та швидкістю об’ємного 

кровотоку, периферичним опором судин 
вертебро-базилярної системи лівої півкулі. 
Негативні зв’язки спостерігалися між ам-
плітудою δ-діапазону лівої потиличної зони 
з периферичним опором судин та тонусом 
судин артеріального типу дрібного калібру 
каротидної системи правої півкулі та верте-
бро-базилярної системи як правої, так і лівої 
півкулі.

Найбільша кількість зв’язків у дітей 
основної групи була зафіксована між ампліту-
дою θ-діапазону та значеннями показників 
РЕГ (Р<0,05), у дівчаток - 22 зв’язка в лівій 
півкулі та 26 в правій півкулі (із них 22 пози-
тивних та 26 негативних), а у хлопчиків – 13 
зв’язків в лівій півкулі та 5 у правій півкулі (із 
них 4 позитивних та 14 негативних). Ампліту-
да θ-діапазону правої лобової зони у дівчаток 
(рис. 2, а) мала позитивну значущу ступінь 
кореляції з периферичним опором судин, то-
нусом судин венозного типу дрібного калібру, 
венозним відтоком каротидної системи лівої 
півкулі; тонусом судин артеріального типу 
дрібного калібру вертебро-базилярної систе-
ми та високу ступінь з швидкістю об’ємного 
кровотоку вертебро-базилярної системи лівої 
півкулі. Найбільша кількість тісних пози-
тивних взаємозв’язків була встановлена при 
зіставлені амплітуди θ-діапазону лівої скро-
невої зони з периферичним опором судин, то-
нусом судин артеріального та венозного типу 
дрібних калібрів, швидкістю об’ємного кро-
вотоку вертебро-базилярної системи правої 
півкулі та кровонаповненням артеріального 
русла каротидної системи правої півкулі. А в 
правій скроневій зоні, навпаки взаємозв’язки 
були негативними та значущими. Тонус судин 
артеріального та венозного типів дрібного 
калібру та швидкість об’ємного кровотоку 
вертебро-базилярної системи лівої півкулі та 
каротидної системи обох півкуль мали зна-
чущі негативні взаємозв’язки з амплітудою 
θ-діапазону тім’яної та потиличної зон. Спо-
стерігалися значущі позитивні взаємозв’язки 
амплітуди θ-діапазону тім’яної та потиличної 
зон з кровонаповненням артеріального русла 
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а б
Рис. 2. Просторовий розподіл кореляційних зв’язків між амплітудою θ-діапазону (4,0-7,8 Гц) та величинами реоен-
цефалографічних показників у великих півкулях головного мозку дівчаток (а) та хлопчиків (б) з порушенням рухової 
активності

каротидної системи лівої півкулі та перифе-
ричним опором судин вертебро-базилярної 
системи правої півкулі. Слід відмітити, що у 
хлопчиків (див. рис. 2, б) було встановлено 
менше зв’язків, ніж у дівчаток, між ампліту-
дою θ-діапазону та РЕГ і всі вони були значу-
щі. Найбільша кількість зв’язків була між ам-
плітудою θ-діапазону в лівій потиличній зоні 
та показниками РЕГ і всі вони були негативні. 
Амплітуда θ-діапазону в лівій лобовій зоні 
мала тільки позитивні значущі взаємозв’язки 
з швидкістю об’ємного кровотоку каротидної 
системи лівої півкулі, периферичним опором 
судин лівої та правої півкулі та тонусом судин 
венозного типу дрібного калібру вертебро-ба-
зилярної системи правої півкулі. Тонус судин 
венозного типу дрібного калібру каротидної 
системи правої півкулі мав негативні зв’язки 
з амплітудою θ-діапазону правої тім’яної та 
потиличної зон. 

У хлопчиків зафіксовано 6 (2 позитив-
них та 4 негативних), а у дівчаток - 24 (11 
позитивних та 13 негативних) кореляційних 
зв’язків між величинами церебральної гемо-
динаміки та амплітудою α-ритму. Дівчатка 

мали 8 зв’язків у лівій півкулі та 16 у правій, 
а хлопчики 1 зв’язок у лівій півкулі та 5 в 
правій. При фронтомастоїдальному відве-
денні зафіксовано 10 зв’язків - всі в дівчаток, 
а при окципітомастоїдальному відведенні 
- 20 кореляційних зв’язків (у хлопчиків – 6 
зв’язків, у дівчаток – 14 зв’язків).

Амплітуда α-ритму у дівчаток (рис. 3, а) в 
правій скроневій зоні мала значущі зв’язки з 
показниками РЕГ: позитивні – в лівій півкулі 
з тонусом судин артеріального та венозного 
типів дрібного калібру, венозним відтоком 
каротидної системи та швидкістю об’ємного 
кровотоку вертебро-базилярної системи; 
негативний з тонусом судин венозного типу 
дрібного калібру вертебро-базилярної систе-
ми правої півкулі. Негативні взаємозв’язки 
між амплітудою α-ритму лівої тім’яної зони з 
тонусом судин венозного типу дрібного калі-
бру, венозним відтоком лівої півкулі каротид-
ної системи та кровонаповненням артеріаль-
ного русла вертебро-базилярної системи в 
правій півкулі. Найбільша кількість високих і 
значущих ступеней кореляції у дівчаток було 
виявлено при зіставлені амплітуди α-ритму 

Кореляційні зв’язки показників церебральної гемодинаміки та електричної активності головного мозку
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правої тім’яної зони з швидкістю об’ємного 
кровотоку каротидної системи, кровонапов-
ненням артеріального русла каротидної та в 
лівій півкулі вертебро-базилярної системи, 
периферичним опором судин та швидкістю 
об’ємного кровотоку в правій півкулі. Слід 
відзначити, що у дівчаток був тісний зв’язок 
між амплітудою α-ритму лівої півкулі поти-
личної зони та тонусом судин венозного типу 
дрібного калібру системи хребетних артерій 
правої півкулі. 

Спостерігалося менше зв’язків між ам-
плітудою α-ритму та РЕГ у хлопчиків, і всі 
вони були значущі (див. рис. 3, б). Кровона-
повнення артеріального русла вертебро-ба-
зилярної системи правої півкулі мало пози-
тивні зв’язки з амплітудою α-ритму лобової 
зони. Амплітуда α-ритму правої скроневої 
зони мала негативні зв’язки з тонусом судин 
артеріального та венозного типів дрібного 
калібру вертебро-базилярної системи правої 
півкулі. 

У хлопчиків – 10 в лівій півкулі та 2 в 
правій (4 позитивних та 8 негативних), а у 
дівчаток - 17 у лівій півкулі та 16 у правій 

півкулі (23 позитивних та 10 негативних) 
кореляційних зв’язків між церебральною 
гемодинамікою та амплітудою β-ритму. У 
дівчаток (рис. 4, а) найбільша кількість тіс-
них зв’язків між амплітудою β-ритму в лівій 
лобовій зоні з кровонаповненням артеріаль-
ного русла каротидної системи, швидкістю 
об’ємного кровотоку вертебро-базилярної 
системи правої півкулі на відміну від зв’язків 
цього показника каротидної системи, які були 
негативними. Амплітуда β-ритму в правій 
лобовій зоні мала позитивні високі та значущі 
ступені кореляції з кровонаповненням ар-
теріального русла каротидної системи, пери-
феричним опором судин каротидної системи 
лівої півкулі та вертебро-базилярної системи 
правої півкулі, тонусом судин артеріального 
типу дрібного калібру вертебро-базилярної 
системи правої півкулі, тонусом судин ве-
нозного типу дрібного калібру каротидної 
системи лівої півкулі, швидкістю об’ємного 
кровотоку вертебро-базилярної системи 
лівої півкулі. Периферичний опір судин та 
тонус судин венозного типу дрібного калібру 
вертебро-базилярної системи правої півкулі 

а б
Рис. 3. Просторовий розподіл кореляційних зв’язків між амплітудою α-ритму (8,0-12,8 Гц) та величинами реоенце-
фалографічних показників у великих півкулях головного мозку дівчаток (а) та хлопчиків (б) з порушенням рухової 
активності
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мають високі та значущі зв’язки з амплітудою 
β-ритму тім’яної та лівої потиличної зон.

У хлопчиків менше зв’язків між ампліту-
дою β-ритму та РЕГ і всі вони значущі (рис. 
4, б). Найбільшу кількість зафіксовано між 
амплітудою β-ритму в лівій лобовій зоні з 
периферичним опором судин каротидної і 
вертебро-базилярної систем лівої півкулі, 
тонусом судин артеріального типу дрібного 
калібру каротидної системи правої півкулі, 
тонусом судин венозного типу дрібного 
калібру та кровонаповненням артеріального 
русла каротидної системи лівої півкулі, швид-
кістю об’ємного кровотоку в правій півкулі 
та кровонаповненням артеріального русла 
вертебро-базилярної системи лівої півкулі. 
Тонус судин артеріального типу дрібного 
калібру та швидкість об’ємного кровотоку 
вертебро-базилярної системи лівої півкулі 
мали позитивні значущі зв’язки з амплітудою 
β-ритму в правій скроневій зоні.

Церебральні венозні дисфункції супро-
воджуються патологією підкіркової білої 
речовини, наслідком якої є порушення кірко-
во-підкіркової взаємодії. Венозна гіпертензія, 

що постійно виявляється, має пароксизмальні 
кореляти на ЕЕГ. За наявності на РЕГ по-
рушення церебрального кровообігу саме в 
вертебро-базилярній системі на ЕЕГ зазвичай 
реєструються ознаки стовбурової патології 
у вигляді появи δ- та θ-активності. Встанов-
лено, що порушення кровообігу в вертебро-
базилярній системі мало високі та значущі 
кореляційні зв’язки з амплітудними показни-
ками ЕЕГ дітей зі спастичною формою ДЦП 
[4]. Ми вважаємо, що порушення кровообігу 
в вертебро-базилярній системі призводить до 
ураження стовбура мозку, який, за допомогою 
аферентних шляхів ретикулярної формації, 
через таламус поєднаний з корою головного 
мозку. В ретикулярній формації відбувається 
гальмування висхідних активуючих впливів, 
що спричинює зниження тонусу кори. Мож-
на говорити про функціональну незрілість 
системи неспецифічної активації з боку ре-
тикулярної формації стовбура мозку. Діти з 
порушенням рухової активності мали значно 
більше позитивних і негативних значущих та 
високих кореляційних зв’язків між показни-
ками фонових ЕЕГ і РЕГ із усіх можливих, 

Рис. 4. Просторовий розподіл кореляційних зв’язків між амплітудою β-ритму (13,0-30 Гц) та величинами рео-
енцефалографічних показників у великих півкулях головного мозку дівчаток (а) та хлопчиків (б) з порушенням 
рухової активності

а б

Кореляційні зв’язки показників церебральної гемодинаміки та електричної активності головного мозку
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що, на наш погляд, зумовлено розвитком 
міжсистемної компенсації, яка здійснюється 
за допомогою перебудови функціональних 
систем і формуванням нових форм адаптив-
них реакцій в умовах дизнейроонтогенезу. 
Особливістю кореляційної структури показ-
ників ЕЕГ у дітей з порушеннями рухової 
активності є достовірно більша кількість 
високих і значущих кореляційних зв’язків 
між показниками електричної активності го-
ловного мозку в δ- та θ-діапазонах, особливо 
у скроневих зонах кори головного мозку. За 
даними візуального аналізу ЕЕГ виявлено 
загальний прояв змін біоелектричної актив-
ності мозку в таких дітей. Таке  проявляло-
ся в розвитку пароксизмальної активності 
біопотенціалів δ- та θ-ритмів з фокусом 
активності в передніх зонах кори головного 
мозку; формуванням мозаїчної представле-
ності θ-ритмів у скроневих зонах; наявністю 
гіперсинхронних α-пароксизмів у задніх 
зонах кори головного мозку [15]. Зазначене 
свідчить про активацію механізмів лімбіко-
неокортикальних систем та синхронізуючих 
впливів з боку ретикулярної формації стов-
бура і діенцефальних структур. Це можна 
розглядати як адаптаційно-пристосувальну 
реакцію, оскільки у дітей з порушенням ру-
хової активності центрального походження за 
результатами спектрального аналізу виявлена 
недостатність нейронних мереж кори, які 
приймають участь у генерації α-ритму.

И.В.Головченко, Н.И. Гайдай 

КОРРЕЛЯЦИОННЫЕ СВЯЗИ ПОКАЗАТЕ-
ЛЕЙ ЦЕРЕБРАЛЬНОЙ ГЕМОДИНАМИКИ 
И ЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ ГО-
ЛОВНОГО МОЗГА У ДЕТЕЙ С НАРУШЕ-
НИЯМИ МОТОРИКИ

Исследованы корреляционные связи между показателями 
церебральной гемодинамики и электрической активности 
головного мозга у детей с детским церебральным пара-
личем. Установлено большее количество связей между 
показателями реоэнцефалограммы и электроэнцефало-
граммы в левом полушарии головного мозга, чем в пра-
вом. В фронтомастоидальном отведении зафиксировано 
19 корреляционных связей, а в окципитомастоидальном 

отведении - 59 связей, что отражает компенсаторное пере-
распределение мозгового кровоснабжения более поражен-
ных структур стволовых отделов мозга, которые связаны с 
обеспечением корковых функций. У детей с нарушением 
двигательной активности центрального генеза происходит 
межсистемная динамическая перестройка взаимосвязей 
между показателями электрической активности мозга и 
церебральной гемодинамики с формированием новых 
достоверно значимых положительных и отрицательных 
корреляций, что свидетельствует о проявлении компен-
саторно-приспособительной реакции мозга в условиях 
дизонтогенетического развития.
Ключевые слова: корреляционные связи; церебральная 
гемодинамика; электрическая активность головного мозга.

І.V. Golovchenko, M.I. Hayday

CORRELATION INDICES OF CEREBRAL 
HEMODYNAMICS AND ELECTRICAL 
ACTIVITY IN CHILDREN WITH IMPAIRED 
MOTOR SKILLS

The correlations between the indicators of cerebral hemo-
dynamics and electrical activity in children with impaired 
motor skills of central origin (children with cerebral palsy) 
were investigated. There is established a high number of 
links between indicators of rheoencephalogram (REG) and 
electroencephalogram (EEG) in the left cerebral hemisphere 
than in the right. In frontomastoidal allocation 19 correlations 
and in occipitomastoidal - 59 links. We suppose that poor 
circulation in vertebroplasty-basilar system leads to the 
defeat of the brain stem, which, with afferent pathways of the 
reticular formation, connects the thalamus with the cortex. 
In the reticular formation there is an inhibition of ascending 
activators influences, which eland to decreasing of the cortex 
is tonus. You can talk about the functional immaturity of the 
system of nonspecific activation by the reticular formation of 
the brain stem. Children with violation of motor activity had 
significantly more negative and positive significant and high 
correlation among the existing indicators of electric brain 
activity and cerebral hemodynamics, in our opinion, is due 
to the development of interconnection compensation that is 
carried out by adjustment of the functional systems and the 
formation of new forms of adaptive responses in conditions 
of disontogenetik. Feature correlation pattern of the EEG, 
of children with disorders of motor activity, is associated 
with a significantly great number of high and significant 
correlations between measures of electrical brain activity in 
the δ- and q- rhythms, especially in the temporal areas of the 
cerebral cortex. According to visual analysis of EEG there is 
revealed a common manifestation of changes of bioelectric 
brain activity in children with disorders of motor activity. This 
is manifested in the development of paroxysmal activity of 
action potentials of q- and δ-rhythms with the focus of activity 
in the anterior areas of the cerebral cortex; the formation 
of a mosaic representation of the q-rhythms in temporal 
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areas; the presence of hypersynchronous α-paroxysms in the 
posterior areas of the cerebral cortex. The given facts testify 
to activation of mechanisms of limbic-neocortical systems 
and synchronizing influences of the reticular formation of the 
stem and diencephalic structures. There is also detected greater 
number of correlations when occipitomastoidal registration 
was lone it reflects compensatory redistribution of cerebral 
blood flow over the affected structures of brain stem structures 
that are associated with the provision of cortical functions. 
Key words: α, b, δ, q - subbands; EEG; intercortical 
interactions; violation of motor activity; children.

Kherson State University.
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Морфологічні зміни у печінці мишей  
за умов конканавалін А-індукованого гепатиту
С.І. Павлович, Н.В. Макогон, Н.Г. Грушка, Т.М. Бризгіна, Р.І. Янчій 
Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця НАН України, Київ; e-mail: spavl@biph.kiev.ua

Вивчали пошкодження тканини печінки, її інфільтрацію клітинами природного та адаптивного 
імунітету в динаміці конканавалін А (КонА)-індукованого гепатиту у мишей. Використовували 
напівкількісний метод оцінки пошкодження судинного русла і паренхіми, досліджували лейкоци-
тарну інфільтрацію печінки і клітинний склад інфільтратів. Первинна реакція печінки на введення 
КонА полягала у змінах запального характеру в судинному руслі, за якими слідували порушення в 
паренхімі. Виявлено значне посилення міграції лейкоцитів у печінку, причому спочатку зростала 
нейтрофільна інфільтрація з максимумом на 6-ту годину експерименту (63,9±4,6%, Р<0,001 до 
рівня контролю) і лише потім – лімфоцитарна з утворенням багатоклітинних лімфоцитарно-ма-
крофагальних інфільтратів (62% через 48 год порівняно з 6-годинним експериментом) з істотною 
кількістю плазматичних клітин (4,9%, P<0,05 порівняно з 6-годинним експериментом). Отримані 
результати дають підставу припускати, що посилена інфільтрація тканини печінки лейкоцитами, 
зокрема лімфоцитами та моноцитами, у поєднанні зі зростанням некротичної загибелі, створює 
передумови для ефективної міжклітинної взаємодії та імунної відповіді на власні антигени. Це може 
бути суттєвим патогенетичним механізмом при розвитку аутоімунних захворюваннях печінки. 
Ключові слова: експериментальний імунний гепатит; конканавалін А; лейкоцитарна інфільтрація; 
морфологія печінки.

ВСТУП

Для вивчення ураження печінки, опосе-
редкованого імунними механізмами, ви-
користовується експериментальна модель 
конканавалін А (Кон А)-індукованого го-
строго гепатиту, що відтворює низку рис, 
притаманних таким захворюванням людини, 
як аутоімунні та вірусні гепатити, а також 
антиген-незалежні пошкодження печінки 
(алкогольне ураження, неалкогольний сте-
атогепатит, пошкодження при ішемії-ре-
перфузії) [1-3]. Найважливішим ланцюгом 
при Кон А-гепатиті є активація Т-клітин, в 
тому числі печінкових лімфоцитів-кіллерів, 
а також взаємодія Т-хелперів і макрофагів 
[1,4,5]. Однак серед чисельних літературних 
даних патоморфологічні особливості дії лек-
тину на печінку описані поверхнево [6-8]. Ці 
фрагментарні відомості не дають повної уяви 

щодо динаміки процесів, котрі відбуваються 
при експериментальному гепатиті. 

Інфільтрація печінки запальними клітина-
ми робить певний внесок в її пошкодження 
або як першопричина (при аутоімунному 
гепатиті і первинному біліарному цирозі), 
або як вторинна відповідь на інші процеси ( 
за умов хронічної вірусної інфекції). Проте 
динаміка запальної інфільтрації печінки лей-
коцитами за умов введення Кон А вивчена 
недостатньо. При некрозі лейкоцитів, що 
інфільтрують ділянку запалення, вивільня-
ються біологічно активні і тканинопошкод-
жувальні молекули. При цьому може запуска-
тися імунна відповідь на приховані раніше 
власні внутрішньоклітинні антигени [9,10], 
що становить собою важливий, самопідси-
лювальний механізм аутоімунного ураження. 

Метою нашої роботи було дослідити 
гістоструктуру тканини печінки та інфільтра-
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цію її клітинами природного і адаптивного 
імунітету у динаміці Кон А-індукованого 
імунного гепатиту у мишей.

МЕТОДИКА

Дослідження проведені на статевозрілих 
самцях мишей лінії СВА масою 18-20 г. 
Постановка експериментів відповідала між-
народним біоетичним принципам, міжнарод-
ним уго дам і національному законодавству у 
цій галу зі [11]. 

Імунне ушкодження печінки викликали 
одноразовим внутрішньовенним введенням 
поліклонального Т-клітинного стимулятора 
мітогена Кон А («Sigma», США) в дозі 25 мг/
кг. Контрольним тваринам вводили фізіоло-
гічний розчин у відповідному об’ємі. Дослід-
ження проводили з використанням 5-8 тварин 
у кожній групі через 2, 6, 12, 20 та 48 год.

Визначали активність аланінамінотрасфе-
рази (АлАТ) у сироватці крові, найбільш 
характерного біохімічного показника ушкод-
ження гепатоцитів [12]. Для морфологічного 
вивчення шматочки печінки ( отримані від 5 
тварин у кожній групі) після фіксації 10%-м 
нейтральним формаліном обробляли за за-
гальноприйнятою гістологічною методикою 
і заливали у парафін. Зрізи фарбували гема-
токсилін-еозином і піддавали світлооптич-
ному дослідженню. Морфологічну оцінку 
змін гістоструктури печінки проводили за 
розробленим нами комплексом показників, 
найбільш важливих для характеристики 
розвитку імунного запалення у печінці: 1) 
порушення часточкової структури, 2) дистро-
фія гепатоцитів, 3) загибель гепатоцитів, 4) 
активація зірчастих ретикулоендотеліоцитів 
(ЗР). Патологічні зміни мікроциркуляторного 
русла характеризували за такими показни-
ками: 1) розширення судин, 2) повнокрів’я 
судин, 3) порушення судинних стінок, 4) 
периваскулярні набряки, 5) тромбоутворення. 
Оцінку морфологічних змін проводили за 
результатами напівкількісного аналізу з ви-
користанням 5-бальної шкали : 0 - відсутність 

змін, 1- незначні зміни, 2 – зміни середньої 
важкості, 3 – суттєві зміни, 4- значно вира-
жені ушкодження. Підраховували окремо 
суму балів стану паренхіми та судин за ви-
щезгаданою шкалою, а також загальну суму 
балів морфологічних змін у тканині печінки. 

При аналізі запальної інфільтрації тка-
нини печінки визначали кількість клітин в 
інфільтратах. За цим показником характери-
зували осередки інфільтрації як дрібно- (3–9 
клітин), середньо- (10–19 клітин), великовог-
нищеві (більше ніж 20 клітин). Підраховува-
ли кількість інфільтратів вказаних типів у 10 
полях зору, об’єктив х20. Клітинний склад 
(лімфоцити, нейтрофільні та еозинофільні 
гранулоцити, плазмоцити, макрофаги і моно-
цити) підраховували в 5 випадково вибраних 
інфільтратах( х40) та визначали відсоток 
кожного типу клітин. Залежно від клітин-
ного складу диференціювали наступні типи 
інфільтратів: лімфоцитарні, лімфоцитарно-
макрофагальні, лімфоцитарно-нейтрофільні, 
нейтрофільні та змішаного типу. Вираховува-
ли відсоток кожного типу інфільтратів.

Статистичну обробку результатів прово-
дили за допомогою непараметричного ана-
логу ANOVA - критерію Крускала-Уолліса 
з подальшим порівнянням між групами за 
тестом множинних порівнянь Данна з вико-
ристанням програми GraphPad Prism (ver-
sion 5.01, «GraphPad Software», San Diego 
California США). Результати представлено 
як М±m або як середне значення та розкид 
(М, мінімальне та максимальне значення). 
Критичний рівень значимості при перевірці 
статистичних гіпотез Р=0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Введення поліклонального активатора Т-клі-
тин КонА спричиняло ушкодження печінки 
із суттєвим підвищенням вмісту АлАТ у си-
роватці крові в 2,7, 3,2 та 2,9 раза порівняно з 
контролем через 6, 12 та 20 год після ін’єкції 
відповідно (Р <0,001). Це свідчило про по-
рушення цілісності плазматичної мембрани 
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гепатоцитів. Через 48 год статистично значу-
ще підвищення вмісту АлАТ не виявлялося.

Морфологічне дослідження гістрострук-
тури печінки показало, що у контрольних 
тварин нормальна архітектоніка печінки 
зберігалася протягом усього терміну екс-
перименту. Введення КонА призводило до 
поступового зростання патологічних змін 
з максимумом через 20 год після введення 
(рис. 1), пошкодження печінки зберігалося 
до 48 год. Вірогідні зміни судинного русла, 
а саме значне розширення судин, периваску-
лярні набряки, порушення судинної стінки, 
набухання і десквамація ендотеліоцитів та 
тромбоутворення спостерігалося вже через 
6 год дії КонА як у перипортальних, так і пе-
риферичних зонах печінкових ацинусів (табл. 
1). Водночас перші статистично значущі 
морфологічні зміни паренхіми печінки про-
слідковувалися лише через 12 год (табл. 2) і 
стосувалися загибелі гепатоцитів та активації 
ЗР. Виражена вакуольна і білкова дистрофія 
з ушкодженням цитоплазми, гіпертрофією 
ядер та ядерець, некробіоз і цитоліз окремих 
клітин, збільшення кількості дво- та бага-
тоядерних гепатоцитів, а також порушення 
часточкової структури печінки були виражені 
тільки через 20 год після введення КонА і 
зберігалися локально до 48 год. 

Виявлені ранні зміни мікроциркуляції су-
проводжувалися посиленою міграцією лейко-
цитів у тканину печінки. Суттєве збільшення 
дифузної інфільтрації печінки (вже через 6 год 
після введення КонА), ймовірно, пов’язано 
зі збільшенням синтезу хемокінів і молекул 
міжклітинної адгезії. ІФН-γ, що виділяється 
при активації Т-клітин Кон А, стимулює 
синусоїдальні ендотеліальні клітини, ЗР і 
гепатоцити до продукції численних хемокінів 
та адгезивних молекул, відповідальних за 
розвиток інфільтрації в печінку лейкоцитів, 
що, зрештою, призводить до розвитку гепа-
титу [5,13,14]. Вогнищева інфільтрація, що 
спостерігалася периваскулярно та у стромі 
органа, на тлі локального геморагічного про-
сякання паренхіми посилювалася пізніше. Це 

пов’язано, вірогідно, з виявленим у нашому 
дослідженні більш глибоким ушкодженням 
судинних стінок через 20 год дії КонА (див. 
табл. 1), що зумовлює вихід більшої кілько-

Рис. 1. Гістоструктура печінки контрольних мишей (а) та 
через 20 год після введення конканавалін А (б, в): стрілки 
на б вказують на судину з периваскулярним набряком та 
ушкодженою судинною стінкою, на в - на багатоклітин-
ний лімфоцитарно-макрофагальний інфільтрат. ЦГ - зони 
цитолізу гепатоцитів. Забарвлення гематоксилін-еозином, 
об’єктив х40

а

б

в
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Таблиця 1. Динаміка гістологічних показників ураження судинного русла печінки при введенні Кон А

Показник Години після введення Кон А
0 год 2 год 6 год 12 год 20 год 48 год

Розширення судин
     M
     min-max

0,2
0-1

2,0
2-2

2,4*
2-3

2,5**
2-3

3,3***
3-4

2,3
2-3

Повнокров’я судин
     M
     min-max

0,3
0-1

0,3
0-1

1,8
1-2

1,0
0-2

2,1**
1-3

2,3***
1-3

Периваскулярні набряки
     M
     min-max

0
0-0

0,5
0-1

2,0*
2-2

1,5
1-3

2,8***
2-4

2,0*
1-3

Порушення судинних стінок
     M
     min-max

0
0-0

1,0
0-2

2,2**
2-3

1,7
1-2

2,7***
2-4

1,9
1-3

Тромбоутворення
     M
     min-max

0
0-0

0,9
0-1

1,9*
1-3

1,3
1-2

1,9**
1-3

2,0**
1-3

Сумарна оцінка ушкодження судин
     M
     min-max

0,5
0-2

4,7
4-6

10,3**
8-12

8,0
7-10

12,8***
10-14

10,5**
8-13

Примітка. Тут і в таблиці 2:* Р<0,05, ** Р<0,01, *** Р<0,001 відносно контролю за тестом Крускала- 
Уолліса та критерієм Данна

сті клітинних елементів з кров’яного русла у 
вогнище запалення (див. рис. 1). Цей висновок 
підтверджується аналізом інфільтратів з різ-
ним числом клітин (рис. 2). Встановлено, що 
введення КонА призводить через 20 і 48 год 
до значного збільшення відсотка інфільтратів 
(від їх загальної кількості) із великим вмістом 
клітин в них (понад 20). Водночас на цей 
термін дослідження відсоток малоклітинних 
інфільтратів істотно зменшувався (див. рис. 2). 

Підрахунок відносної кількості різних 
типів клітин, що інфільтрують печінку (у 
відсотках від загальної кількості лейкоцитів 
в інфільтратах), показав, що вже в ранні тер-
міни розвитку КонА індукованого гепатиту 
значно посилювалася інфільтрація нейтро-
фільними гранулоцитами із максимумом на 
6-ту годину. Кількість нейтрофілів  становила 
в контролі 3,6±2,4 %, через 2 год - 36,2±6,0% 
(Р <0,05), через 6 год - 63,9±4,6% (Р <0,001), 
через 12 год - 35,0±5,0% (Р <0,05), через 20 
год - 11,9±1,7%, через 48 год - 11,4±3,6%. Змі-

ни лімфоцитарної інфільтрації відбувалися в 
протифазі відносно нейтрофільної (рис. 3), 
з істотно вірогідним наростанням кількості 
лімфоцитів у інфільтратах через 12, 20 і 48 
год. Ці результати узгоджуються з даними 
Bonder і співавт. [15], які виявили через 4 
год після введення Кон А значне збільшення 
числа лейкоцитів, адгезованних до постсі-
нусоїдальних венул, і лише мала частина 
з них (близько 20%) була Т-лімфоцитами. 
Збільшення відносної кількості лімфоцитів 
у складі інфільтратів в поєднанні із поси-
ленням дифузної та вогнищевої інфільтрації 
(в 5-6 разів) свідчить про значне зростання 
міграції лімфоцитів у тканину печінки через 
12-48 год після введення КонА. Відносна 
кількість моноцитів/макрофагів, інфільтрую-
чих печінку, практично не змінювалася в часі, 
однак загальне їх число зростало через поси-
лення дифузної та вогнищевої інфільтрації. 

У нашому дослідженні була проведена 
гістологічна оцінка наявності в тканині 

Морфологічні зміни у печінці мишей за умов конканавалін А-індукованого гепатиту
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печінки інфільтратів, різних за клітинним 
складом (лімфоцитарних, лімфоцитарно-ма-
крофагальних, нейтрофільних, лімфоцитар-
но-нейтрофільних, змішаних). Показано, що 

в пізній термін розвитку КонА-індукованого 
гепатиту збільшувалася відносна кількість 
лімфоцитарно-макрофагальних інфільтратів, 
яка становила 58 % (розкид 40 - 80%) через 

Таблиця 2. Зміна гістологічних показників ураження паренхіми печінки при введенні Кон А 

Показник Години після введення Кон А
0 год 2 год 6 год 12 год 20 год 48 год

Ступінь дистрофічних змін гепатоцитів
     M
     min-max 

1,0
1-1

1,4
1-2

2,1
1-3

2,3
2-3

3,1**
2-4

3,2**
2-4

Кількість загиблих гепатоцитів
     M
     min-max

0,6
0-1

1,0
0-2

1,8
1-2

2,5*
2-3

3,4***
3-4

3,0**
2-4

Ступінь порушення балкової структури
     M
     min-max

0
0-0

0,2
0-1

0,6
0-1

1,9
1-3

3,0***
2-4

2,4**
1-4

Наявність активованих клітин Купфера
     M
     min-max

0,5
0-2

1,1
0-2

1,8
1-2

2,4**
2-3

3,1***
2-4

2,0
1-3

Сумарна оцінка змін паренхіми
     M
     min-max

2,1
1-4

3,7
3-6

6,3
5-8

9,1*
7-12

12,8***
11-14

10,6**
8-13

Патологічні зміни тканини печінки в цілому
     M
     min-max

2,6
1-4

8,4
7-12

16,6
13-19

17,1
14-19

25,6***
22-28

21,1**
19-26

Рис. 2. Розподіл інфільтратів за кількістю у них клітин в динаміці після введення конканаваліну А. За віссю ординат – 
відсоток інфільтратів із зазначеною кількістю клітин (3-9, 10-19, більше ніж 20 клітин в інфільтраті) від загальної кіль-
кості інфільтратів; 1 – 3-9 клітин в інфільтраті; 2 – 10-19 клітин; 3 – понад 20 клітин в інфільтраті. * Р<0,05, ** Р<0,01 
відносно контролю за тестом Крускала-Уоллеса та порівнянням між групами за критерієм Данна
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20 і через 48 год 62 % (20 - 80 % ) в порів-
нянні з 6-ю годиною (P<0,01), коли спо-
стерігалося максимальне число нейтрофілів. 
Саме лімфоцитарно-макрофагальний тип 
інфільтратів сприяє міжклітинній взаємодії 
імуноцитів, необхідній для розвитку імунної 
реакції. Таким чином, на 20-48-му годину 
експерименту створюються передумови для 
ефективної взаємодії клітин моноцитарно-
макрофагального ряду та лімфоцитів, що 
може призводити до імунної відповіді проти 
власних антигенів. Як було показано нами 
раніше, введення КонА призводить до поси-
лення некротичної загибелі як гепатоцитів, 
так і лейкоцитів, котрі в значній кількості 
інфільтрують печінку [13,16]. В результаті 
посиленого некрозу вивільняється значна 
кількість аутоантигенів та молекул-індук-
торів запалення, що також сприяє розвитку 
аутоімунної відповіді. Це було підтвердже-
но виявленим нами суттєвим збільшенням 
у печінці популяції плазматичних клітин, 
які синтезують імуноглобуліни. На 48-му 
годину збільшувалося число плазмоцитів, 

яке становило 4,9 % від загальної кількості 
інфільтруючих клітин (Р<0,05 порівняно з 
6-ю годиною, коли вони в досліджуваних 
інфільтратах не виявлялись). Отже, у другій 
фазі імунозапального процесу в печінці ство-
рюються передумови для розвитку імунної 
відповіді на власні антигени, пов’язані з 
посиленням некротичної загибелі клітин та 
лімфоцитарно-макрофагальною взаємодією 
у досліджуваному органі, що призводить до 
появи значного пулу плазматичних клітин. 

Таким чином, введення Кон А мишам при-
зводило до виникнення гострого запального 
процесу в печінці. Гістологічні дослідження 
показали, що при Кон А-індукованому ге-
патиті насамперед спостерігалися процеси 
запального характеру в судинному руслі, 
за якими відбувалися морфологічні зміни в 
паренхімі. На тлі ранніх судинних запаль-
них проявів у печінці реєструвалося істотне 
збільшення кількості клітин природного та 
адаптивного імунітету. Інфільтрація тканини 
печінки лейкоцитами є характерною морфо-
логічною рисою аутоімунних захворювань 
органа [1,3,6,15]. Вважають, що, іммунноопо-
середковане пошкодження підтримується по-
вторюваними циклами безперервної міграції, 
утримання, виживання і загибелі ефекторних 
лейкоцитів [9,17]. У дослідженнях останніх 
років отримані суперечливі дані, що стосу-
ються ролі нейтрофілів при гострому Кон А-
індукованому гепатиті. Так, встановлено [15], 
що протягом декількох годин після введення 
препарату збільшується кількість макрофагів 
і нейтрофілів у печінці. Деплеція нейтрофілів 
при Кон А-гепатиті призводила до зниження 
міграції Т-лімфоцитів-хелперів (СД 4+) в пе-
чінку і значного зменшення її пошкодження. 
Це підтверджує дані про те, що нейтрофіли, 
які в багатьох патологічних умовах є пер-
шим типом клітин, що мігрують у вогнище 
запалення, є ключовими в залученні інших 
лейкоцитів. З іншого боку, не виявлено коре-
ляції ступеня ураження печінки та кількості 
інфільтруючих її нейтрофілів при дії Кон А 
на мишей, дефіцитних за молекулами адгезії 

Рис. 3. Нормована гістограма відносної кількості різних 
популяцій клітин в інфільтратах через 6, 12 та 20 год після 
введення конканаваліну А. За віссю ординат – відсоток від 
загальної кількості клітин, підрахованих у 5 інфільтратах: 
1 – лімфоцити; 2 – нейтрофільні гранулоцити, 3 – моно-
цити/макрофаги
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L-селектину та ICAM-1 [18].
На моделі імунного запалення печінки 

Т-клітинного генезу нами встановлено, що 
в ранній період (2-6 год) істотно зростала 
інфільтрація печінки клітинами-ефекторами 
запалення нейтрофілами з подальшим збіль-
шенням кількості клітин адаптивного імуні-
тету - лімфоцитів. Ці результати свідчать на 
користь припущення, що інфільтрація і акти-
вація нейтрофілів може бути суттєвим пато-
генетичним механізмом на початковій стадії 
розвитку захворюваннь печінки, опосередко-
ваних Т-клітинами. Надалі активовані ней-
трофіли сприяють збільшенню інфільтрації 
лімфоцитів та моноцитів і у досліджуваному 
органі створюються передумови для розвитку 
аутоімунного ушкодження. Іншим важливим 
патогенетичним фактором при гепатитах 
може бути некроз клітин, що циркулюють в 
крові і інфільтрують печінку. Введення Кон 
А посилює загибель клітин природного та 
адаптивного імунітету як у печінці, так і в 
імунокомпетентних органах [13,16,19]. Також 
виявлено підвищення активності ефектор-
ного апоптотичного ферменту каспази-3, що 
було пов’язано, зокрема, з інфільтруючими 
печінку лімфоцитами, які піддаються апоп-
тотичній активаційноіндукованій клітинній 
загибелі [20]. У наших попередніх дослід-
женнях [13,16] спостерігалося зростання 
некрозу лейкоцитів на тлі посиленої інфіль-
трації ними тканини печінки, ще до настан-
ня виражених ушкоджень гепатоцитів. Ми 
припускаємо, що некроз, який посилюється 
при розвитку запальної реакції, і вихід у 
тканину внутрішньоклітинного вмісту (все 
це, в свою чергу, має прозапальні і пошкод-
жувальні властивості), може за типом пози-
тивного зворотного зв’язку додавати істотний 
внесок в пошкодження печінки. Посилення 
некротичної загибелі клітин в поєднанні з 
ефективною лімфоцитарно-макрофагальною 
взаємодією призводить до появи значної 
кількості плазматичних клітин у печінці, 
що вказує на розвиток імунної відповіді на 
власні антигени. 

ВИСНОВКИ

1.Гістологічні дослідження показали, що 
першими при Кон А-індукованому імунному 
гепатиті відбувалися процеси запального ха-
рактеру в судинному руслі, до яких пізніше 
приєднувалися морфологічні зміни в парен-
хімі печінки.

2.Виявлено значне посилення міграції 
лейкоцитів у печінку, що супроводжувалося 
збільшенням дифузної інфільтрації та змі-
нами якісного складу інфільтратів, причому 
спочатку істотно зростала нейтрофільна 
інфільтрація і лише потім – лімфоцитарна.

3. Встановлено, що в динаміці КонА-
індукованого гепатиту змінювався кількіс-
ний склад інфільтратів з утворенням бага-
токлітинних лімфоцитарно-макрофагальних 
з наявністю плазмоцитів.

4. Отримані результати дають підста-
ву припускати, що розвиток аутоімунного 
гепатиту значною мірою опосередкований 
інфільтрацією тканини печінки клітинами 
природного й адаптивного імунітету, що 
створює передумови для імунної відповіді 
на власні антигени.

5. Урахування патоморфологічних осо-
бливостей динаміки КонА-індукованого гепа-
титу сприятиме вдосконаленню терапевтич-
них підходів при запальних захворюваннях 
печінки Т-клітинного генезу.

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

МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ В 
ПЕЧЕНИ МЫШЕЙ В ДИНАМИКЕ КОНКА-
НАВАЛИН А-ИНДУЦИРОВАННОГО ГЕПАТИТА

Изучиали повреждение ткани печени, ее инфильтрацию 
клетками естественного и адаптивного иммунитета в дина-
мике КонА-индуцированного гепатита у мышей. Исполь-
зовали полуколичественный метод оценки повреждения 
микроциркуляторного русла и паренхимы, исследовали 
лейкоцитарную инфильтрацию печени и клеточный 
состав инфильтратов. Первичная реакция печени на вве-
дение КонА заключалась в изменениях воспалительного 
характера в сосудистом русле, за которыми следовали 
нарушения в паренхиме. Выявлено значительное уси-
ление миграции лейкоцитов в печень, причем вначале 
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возрастала нейтрофильная инфильтрация с максимумом 
на 6-й час (63,9±4,6%, Р<0,001 относительно контроля), а 
затем - лимфоцитарная с образованием многоклеточных 
лимфоцитарно-макрофагальных инфильтратов (62% через 
48 ч в сравнении с 6-часовым экспериментом) и сущест-
венным количеством плазматических клеток (4,9%, P<0,05 
сравнительно с 6-часовым экспериментом). Полученные 
результаты дают основание предполагать, что усиленная 
инфильтрация тканей печени лейкоцитами, в частности 
лимфоцитами и моноцитами, в сочетании с возрастанием 
некротической гибели, создает предпосылки для эффек-
тивного межклеточного взаимодействия и иммунного 
ответа на собственные антигены. Это может быть суще-
ственным патогенетическим механизмом при развитии 
аутоиммунных заболеваний печени. 
Ключевые слова: экспериментальный иммунный гепатит; 
конканавалин А; лейкоцитарная инфильтрация; морфо-
логия печени.

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

MORPHOLOGICAL CHANGES IN MICE 
LIVER IN DYNAMICS OF CONCANAVALIN A 
- INDUCED HEPATITIS

The injure of the liver tissue and its infiltration by cells of the 
innate and adaptive immunity in dynamics of Con A-induced 
hepatitis in mice was studied. The semiquantitative method of 
damage rate of microcirculation channel and liver parenchyma 
was used, leukocyte liver infiltration and cellular composition 
of infiltrates were investigated also. Primary liver reaction to 
the Con-A was the inflammatory changes in the vascular bed, 
followed by disturbances in the parenchyma.The sufficient 
increasing of leukocyte migration to the liver was revealed. 
Besides, the neutrophile infiltration was increased first with a 
maximum at 6 hours of the experiment (63,9 ±4,6%, p<0,001 
to the control level) ,and then the lymphocyte infiltration 
was increased with creation of manycellular lymphocyte-
macrophage infiltrates (62% at 48 hours comparing to 6 
hours of experiment) and sufficient quantity of plasma cells 
population (4,9%, p<0,05 comparing to 6 hours of experiment).
The obtained data gives the base to suggest that the elevated 
infiltration of liver tissue by leukocytes, particularly by 
lymphocytes and monocytes, together with necrotic death 
increasing creats the conditions for effective intracellular 
interaction and immune response to autoantigenes. This can 
be the essential pathogenic mechanism of development of 
autoimmune liver deseases.
Key words: experimental immune hepatitis; concanavalin A; 
leukocyte infiltration; liver morphology.

O.O.Bogomoletz Institute of Physiology NAS of Ukraine, Kyiv.
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Вивчено зміни вмісту загального імуноглобуліну Е у здорових щурів різного віку та при алергічному 
дерматиті. Показано вірогідно підвищені середній вміст цього білка у щуренят препубертатного 
періоду, молодих, зрілих та старих тварин, що може мати діагностичне та прогностичне значення 
при алергічних захворюваннях.
Ключові слова: алергічний дерматит; щури-самці різного віку; імуноглобулін Е.

ВСТУП

Нині кількість алергічних захворювань знач-
но зростає. Цьому сприяють фактори нав-
колишнього середовища, незбалансоване 
харчування, добавки модифікованих сполук, 
неконтрольоване використання антибіотиків, 
зростаюча урбанізація, зміни способу життя, 
стресові ситуації, збільшення кількості лю дей 
з асоціальною поведінкою (нарко- та алко-
залежні), з патологією органів травлення, 
а також генетично зумовлена схильність 
[1, 2]. Високий вміст у крові загального 
імуноглобуліну Е (IgE) спостерігається 
при багатьох алергічних захворюваннях, 
які спричинені IgE-антитілами (алергічний 
риніт, екзогенна бронхіальна астма, атопіч-
ний дерматит, алергічна гастроентеропатія, 
системна анафілаксія, кропив’янка, ангіоне-
вротичний набряк, генетично детерміновані 
імунодефіцити тощо) [3, 4]. Тому визначення 
вмісту цього білка у пацієнтів з алергічними 
захворюваннями є важливою умовою для 
діагностики та прогнозування згаданої па-
тології [5]. 

Оскільки розповсюдженість алергічного 
дерматиту серед дітей становить до 20%, а 
серед дорослих – до 10% [1], і захворювання 
шкіри та підшкірної клітковини в Україні 

постійно збільшуються [6], мета нашої ро-
боти – визначити вміст IgE в сироватці крові 
здорових щурів різного віку та при гострому 
алергічному дерматиті. 

МЕТОДИКА

Досліди проведено на 80 білих нелінійних 
щурах-самцях різного віку, які були розпо-
ділені на 8 груп по 10 тварин у кожній: 4 
групи здорових щурів та 4 – з алергічним 
дерматитом. 1-ша і 5-та групи – щуренята 
препубертатного періоду масою 50 – 60 г; 
2-га і 6-та групи – молоді щури масою 100 
– 120 г; 3-тя та 7-ма групи – зрілі тварини 
масою 200 – 220 г, та 4-та і 8-ма групи – старі 
щури масою 350 – 400 г. Алергічний дерма-
тит викликали за методом Залкан, Ієвлевої [7] 
введенням 2,4-динітрохлорбензолу (ДНХБ). 
Спонтанна запальна реакція (реакція спала-
хування) з тотальним некрозом епідермісу 
та утворенням великих субепідермальних 
міхурців розвивалася на 8-му добу. Вміст 
IgE визначали методом імуноферментного 
аналізу з застосуванням моноклональних 
антитіл (ООО НПО «Альт», Росія), викорис-
товували кров із хвостової вени щурів, яку 
забирали вранці натще (тварин у клітках на 
ніч лишали залишків їжі та води). Статис-
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тичну обробку результатів проводили за 
допомогою прикладної програми «Statistica 
6,0». Результати  порівнювали за критерієм 
t Стьюдента з поправкою Бонфероні [8, 9]. 

Усі дослідження проводили відповідно до 
національних «Загальноетичних принципів 
експериментів на тваринах» (Україна, 2011), 
які узгоджуються з положеннями «Євро-
пейської конвенції про захист хребетних 
тварин, які використовуються для експери-
ментальних та інших наукових цілей» (Страс-
бург, 1986), та схвалені 1-м Національним 
конгресом з біоетики (Київ, 2001). 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Показано, що у молодих щурів середній 
вміст загального IgE перевищувв (Р<0,001) 
аналогічний показник у інтактних щуренят 
препубертатного віку в 30 разів (таблиця). 
Крім того, концентрація загального IgЕ в гру-
пі щуренят препубертатного віку була нижче 
(Р<0,001), ніж у зрілих (в 60 разів) та старих 
(в 190 разів) щурів відповідно. Вірогідною 
була і різниця показників між іншими віко-
вими групами.

IgE у щурів з алергічним дерматитом 
(див. таблицю) на тлі підвищення вмісту IgE 
зберіга лася вірогідна різниця між віковими 
групами. 

Порівняно зі здоровими тваринами у 
щурів з алергічним дерматитом вміст IgE 
(Р≤0,001) підвищувався: у щуренят препубер-
татного періоду в 2,25 раза, у молодих щурів 
– в 2 раза, у дорослих тварин – у 1,5 раза, у 
старих щурів – в 1,2 раза. 

Більшість тварин з відтвореним алергіч-
ним дерматитом мали значення загального 
IgE вище від верхніх меж норми відповідних 
вікових груп. Слід зазначити, що щури, у яких 
концентрація загального IgE перевищувала 
верхні межі норми більше ніж у 1,5–2 рази, як 
правило, мали більш тяжку клінічну картину 
дерматиту. Разом з тим у деяких щурів (один 
чи два з кожної групи) з вира женим алер-
гічним дерматитом, у котрих або визначали 
«сліди» IgE, або його не було зовсім. 

Відсутність специфічного IgE в сироватці 
крові у окремих щурів і розвиток у них 
алергічного дерматиту, з нашої точки зору, 
не виключає можливої участі в патогенезі 
захворювання Ig E-залежного механізму, 
оскільки місцевий синтез цього білка та сен-
сибілізація тканинних базофілів відбуваєть-
ся і за відсутності специфічних IgЕ в крові 
(наприклад, при алергічному риніті [4]). Окрім 
того, антитіла інших класів, специфічних для 
цього алергену, особливо класу IgG, можуть 
бути причиною псевдонегативних результатів. 

Таким чином, наші дослідження показа ли 
збільшення концентрації IgE з віком тварин. 
Аналогічних результатів у науковій літературі 
ми не зустрічали. Однак є поодинокі праці, які 
свідчать про підвищення вмісту загального 
IgE у людей з віком [11, 12]. Отримані нами 
результати про підвищення, інколи різке (при 
тяжкій клінічній картині захворювання), вмісту 
загального IgE у щурів різного віку, особливо у 
щуренят препубертатного періоду та у молодих 
щурів, зумовлюють діагностичне значення 
Ig E в патогенезі дерматита, підтверджуючи 
алергічну етіологію захворювання.

Вміст загального імуноглобуліну Е (мО/л) в сироватці крові здорових щурів різного віку та з алергічним 
дерматитом (M±m, n=10)

Щури різного віку Маса тіла, г Групи щурів
здорові хворі

Препубертатні 50-60 0,20+0,026 0,45+0,029
Молоді 100 – 120 6,0+0,47* 12,0+0,72*

Зрілі 200 – 220 12,0+0,56** 18,5+1,12**

Старі 350 – 400 38,0+1,03*** 44,8+1,25***

Р≤0,001 відносно значень щуренят препубертатного віку, ** – відносно молодих щурів, *** – відносно 
зрілих щурів.

А.І. Березнякова, О.Д. Жемела, В.Ф. Черемісіна
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ВИСНОВКИ

1. Вміст загального IgE підвищується з віком 
як у здорових, так і хворих тварин. Його кон-
центрація значно збільшується при алергіч-
ному дерматиті у всіх вікових групах тварин.

2. Відсутність загального IgЕ в сироватці 
крові при патології у окремих щурів будь-якого 
віку не виключає можливості участі в патоге-
не зі захворювання IgE-залежного механізму.

3. Найбільш інформативним в діагностич-
ному та прогностичному значенні є визначен-
ня вмісту загального IgE у щуренят препубер-
татного періоду та молодих щурів в умовах 
алергічного дерматиту при обов’язковому 
порівнянні з показниками здорових тварин. 

А.И. Березнякова, О.Д. Жемела,  
В.Ф. Черемисина

СОДЕРЖАНИЕ ОБЩЕГО ИММУНОГЛО-
БУЛИНА Е У КРОВИ КРЫС РАЗНОГО 
ВОЗРАСТА ПРИ АЛЛЕРГИЧЕСКОМ ДЕР-
МАТИТЕ

Изучено содержание и значение общего иммуноглобулина 
E у крыс разного возраста при аллергическом дерматите. 
Показано существенное повышение среднего содержания 
этого белка у крысят препубертатного возраста, зрелых 
и старых животных, что может иметь диагностическое 
и прогностическое значение данного показателя при 
аллергических заболеваниях. 
Ключевые слова: аллергический дерматит; крысы-самцы 
разного возраста; иммуноглобулин Е

A.I. Bereznyakova, O.D. Jemela, V.F. Cheremisina

THE LEVEL OF GENERAL 
IMMUNOGLOBULIN E (IGE) IN RATS 
OF DIFFERENT AGE WITH ATOPIC 
DERMATITIS 

In the article we studied the level of general immunoglobulin 
E in rats of different age with atopic dermatitis. On the basis 
of the obtained results characteristics are given of levels the 

general IgE in rats of different age and it’s increasing with 
age. In rats which had been experimentally reproduced atopic 
dermatitis the average value of general IgE was increased 
in prepubertal rats, mature and old animals significantly 
(р<0,001). That can have a diagnostic and predictive value of 
this indicator at atopic dermatitis.
Key words: allergic dertatitis; rat males of different ages; 
immunoglobulin E.
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Роль гістаміну в механізмах антибіотиквикликаних 
порушень транспортної функції епітелію товстої 
кишки 
Т.В. Довбинчук, Т.М. Червінська, Л.В. Закордонець1, Г.М. Толстанова 
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ім. Тараса Шевченка; 
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Вперше досліджено роль гістаміну та Н1-гістамінових рецепторів у механізмах цефтріаксон-
викликаної діареї у щурів-самців лінії Вістар (180-250 г). Визначали потік води та електролітів 
через епітелій товстої кишки методом перфузії ізольованої ділянки in vivo, за дії цефтріаксону (50 
мг/кг, внутрішньом’язово), гістаміну (1,8; 3,6; 7,2 мг/кг, внутрішньоочеревинно;і 3,6 мг.кг-1.год-1, 
внутрішньовенно) та лоратадину (1,7 мг/кг, per os). Гістамін при внутрішньовенному введенні, 
аналогічно до цефтріаксону, чинить просекреторну дію на потік води та іонів натрію. Блокада 
Н1-гістамінових рецепторів лоратадином попереджає клінічні прояви цефтріаксонвикликаної ді-
ареї, що супроводжувалося відновленням сумарного потоку води та калію через епітелій товстої 
кишки. Лоратадин може бути рекомендований для попередження антибіотикасоційованої діареї 
не інфекційної етіології. 
Ключові слова: товста кишка; цефтріаксон; гістамін; діарея; лоратадин.

ВСТУП

За даними літератури, антибіотикасоційована 
діарея (ААД) розвивається у пацієнтів, які 
лікувалися виключно ампіциліном (5-10%), 
амоксициліном, клавуланатом (10 до 25%), 
цефіксимом (15 до 20 %) та які приймали 
цефалоспорини, фторхінолони, азитроміцин, 
кларитроміцин, еритроміцин та тетрациклін 
(2-5%) [1]. Механізм, що лежить в основі 
ідіопатичної (не інфекційної природи) ААД 
до кінця не з’ясований, зокрема не встанов-
лено роль транспортерів води та електролітів 
епітелію товстої кишки. Крім того, дані про 
вплив антибіотиків на транспорт води елек-
тролітів в кишечнику були отримані при 
безпосередньому їх додаванні в омиваючий 
розчин у дослідах in vitro та in situ [2-5] і не 
враховували системний ефект. 

Одним із найбільш вживаних антибіо-
тиків є цефтріаксон (III покоління цефало-

споринів). Його призначають при сепсисі, 
ускладнених гострих респіраторних захво-
рювань, менінгітах, інфекціях черевної по-
рожнини тощо. Встановлено, що цефтріаксон 
викликає діарею у 30% пацієнтів. В дослідах 
in vivo на щурах, доведено, що цефтріаксон-
зумовлена діарея спричинена зниженням рів-
ня всмоктування води через епітелій товстої 
кишки [6].

Відомо, що у пацієнтів на фоні дисбіотич-
них процесів, які розвиваються при застосу-
вання антибіотиків, виникають прозапальні 
зміни в слизовій оболонці кишечника [7-9], 
що може, у свою чергу, викликати розлади 
транспортної функції епітелію. 

 Як відомо, тучні клітини залучені до 
процесів запалення в кишечнику [10]. Їх 
дегрануляція під дією нейромедіаторів та ци-
токінів є маркером запального процесу [11]. 
Вивільняється гістамін під час дегрануляції 
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тучних клітин [12]. Підвищений його вміст 
виявлено як у слизі, так і у вільному стані 
просвіту шлунково-кишкового тракту пацієн-
тів з запальними захворюваннями кишечника 
[13, 14]. Встановлено, що Н1-гістамінові ре-
цептори беруть участь у регуляції транспорту 
іонів хлору через епітелій товстої кишки [15], 
а гістамін є важливим просекреторним агентом 
[16]. Нами показано, що застосування цеф-
тріаксону призводить до дегрануляції тучних 
клітин слизової оболонки товстої кишки щурів 
[6]. Роль гістаміну та його рецепторів, зокрема 
Н1-рецепторів, як потенційних чинників роз-
витку ААД не досліджувалося. 

Метою нашої роботи було дослідити 
вплив антибіотика цефтріаксону та з’ясувати 
роль Н1-гістамінових рецепторів у механіз-
мах цефтріаксонвикликаної діареї. 

МЕТОДИКА 

Дослідження проводили на 76 білих лабора-
торних щурах-самцях масою 180-250 г, яких 
утримували в стандартних умовах віварію 
при сталій температурі та вологості повітря. 
Експерименти проводили згідно з етичними 
принципами, ухваленими Першим національ-
ним конгресом України з біоетики, міжнарод-
ним угодам, національному законодавству у 
цій галузі [17] та біоетичною комісією ННЦ 
“Інститут біології” Київського національ-
ного університету імені Тараса Шевченка. 
Перед початком експерименту щури були 
розподілені на 6 груп. До 1-ї (n=19) та 5-ї 
(n=6) групи (контроль) ввійшли щури, яким 
вводили воду для ін’єкцій внутрішньом’язово 
0,1 мл та перорально (рer os) 1 мл відпо-
відно; до 2-ї (n=14) - 50 мг/кг цефтріаксон 
внутрішньом’язово (“Артеріум”, ВАТ “Київ-
медпрепарат”, Україна); до 3-й групі (n=3) - 
per os лоратадин (1,7 мг/кг) з 0,1 мл води для 
ін’єкцій; до 4-ї (n=5) - лоратадин одночасно 
з цефтріаксоном. Тваринам 6-ї групи (n=7) 
робили ін’єкцію гістаміну внутрішньовенно 
в дозі 3,6 мг.кг-1.год-1 через годину від почат-
ку перфузії (для визначення вихідного рівня 

транспорту води та електролітів). Результати 
представлено як значення сумарних потоків 
за 20 хв. Контрольній групі щурів через го-
дину перфузії внутрішньовенно вводили 0,1 
мл води для ін’єкцій. 

На 6-ту добу після початку експеримен-
ту (початок введення антибіотика - перший 
день експерименту) визначали сумарний 
транспорт води та електролітів через епітелій 
товстої кишки методом перфузії ізольованої 
ділянки кишки in vivo. 

Сумарний транспорт води через епітелій 
товстої кишки щурів досліджували методом 
перфузії ізольованої ділянки in situ [18]. 
Перед початком експерименту щурів утри-
мували на голоді з вільним доступом до води 
протягом 12 год. Наркотизували їх уретаном 
(“Sigma Chemical Co”. США) з розрахунку 
1,15 г/кг (внутрішньоочеревинно). Сталу 
температуру тіла щурів (37оС) підтримува-
ли за допомогою грілки. Для попередження 
респіраторної недостатності виконували тра-
хеотомію. Оперативні втручання проводили 
за попередньо описаною та модифікованою 
методикою [19]. Перфузійний розчин пода-
вали за допомогою багатоканального пери-
стальтичного насоса (“Minipuls 3”, Gilson®), 
з постійною швидкістю 0,18-0,2 мл/хв (37°С). 
Ізотонічний розчин Кребса-Хенселайта вико-
ристовували як перфузійний (ммоль/л): NaCl 
– 117; КСl – 5,9; NaHCO3 – 24,8; CaCl2– 2,5; 
MgCl2 – 1,2; NaH2PO4 – 1,2; глюкоза – 5,5 
(pH 7,4) до якого додавали неабсорбований 
маркер феноловий червоний (20 мг/л).

Після 60-хвилинної перфузії (еквілібра-
ційний період) відтікаючий розчин збирали 
впродовж 180 хв, через кожні 20 хв. Результа-
ти, отримані за кожний період, усереднювали 
та виражали у мікролітрах (для води) або у мі-
кромолях на 1 г сухої маси за 1 хв. Наприкінці 
експерименту щурів умертвляли введенням 
летальної дози наркозу. Сегмент кишки, що 
перфузувався, швидко видаляли, розрізали 
в повздовжньому напрямку та висушували 
в термостаті (60°С, 20 год) для отримання 
сухої маси в грамах.

Роль гістаміну в механізмах антибіотиквикликаних порушень транспортної функції епітелію товстої кишки
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Для розрахунку сумарного потоку (Jnet) 
води вимірювали вміст неабсорбованого мар-
кера фенолового червоного колориметричним 
аналізом на спектрофотометрі (Synergy HT 
BioTek) при трьох довжинах хвиль 520, 560 
та 600 нм для визначення поправки на неспе-
цифічну абсорбцію [18] та сумарний потік 
води вираховували за формулою [19, 20]: 

Jnet води =

                    

, де

J net води –сумарний потік води (мкл/хв∙г);
ʋ–швидкість подачі перфузату (мл∕хв);
Сn і Сα –концентрація фенолового червоно-
го в перфузійному і в аспірованому розчині 
відповідно;
W–суха маса сегмента кишки (г).

Концентрацію іонів хлору у перфузаті 
вимірювали на іономірі (ЭВ–74) з викори-
станням іонселективного хлорного електро-
да. Концентрацію натрію та калію визначали 
за допомогою полум’яно-фотометричного 
аналізатора рідин (ПАЖ-2). Позитивний 
результат свідчив про всмоктування, нега-
тивний - про секрецію.

Аналіз результатів проводили з викори-
станням програми Statistica 8.0. Для кожної з 
вибірок перевіряли чи є нормальним розподіл 
досліджуваного показника, застосовуючи 
критерій Шапіро-Уілка. Для порівняння ви-
бірок сумарних потоків води та електролітів 
підраховували середнє арифметичне та 
похибку середнього арифметичного. Віро-
гідність різниці між порівнюваними гру-
пами оцінювали за допомогою критерію t 
Стьюдента. Статистично значущою для всіх 
показників вважали різницю Р<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ

П’ятидобове введення цефтріаксону в дозі 50 
мг/кг викликало діарею у 6-12% щурів (рис.1), 
що супроводжувалася зменшенням сумарного 
рівня всмоктування води з 36,76±27,73 до 
19,30±20,70 мкл/хв*г (P<0,001), іонів натрію 
з 18,87±18,55 до 13,44±12,53 мкмоль/хв.г 

(P<0,05), та секрецією калію з -1,38±0,76 
до -1,03±0,52 мкмоль/хв.г (P<0,001). Не 
спостерігалося змін сумарного потоку іонів 
хлору (з 23,43±22,99 до 21,25±11,27 мкмоль/
хв.г) через епітелій товстої кишки. Зважа-
ючи на те, що цефтріаксон призводить до 
дегрануляції тучних клітин слизової обо-
лонки товстої кишки [6], ми порівняли його 
ефект з гістаміном. Слід відмітити, що при 
внутрішньоочеревинному введенні гістамін 
в дозах 1,8; 3,6 чи 7,2 мг/кг не викликав ста-
тистично значущих змін в транспорті води 
через епітелій товстої кишки щурів. 

Внутрішньовенне введення гістаміну в 
дозі 3,6 мг.кг-1.год-1 спричинювало (P<0,05) 
зменшення абсорбції води, а в деяких ви-
падках навіть її реверсію на секрецію. 
Ефект розвивався через 60 хв після початку 
інфузії гістаміну і тривав впродовж всього 
експерименту. Також спостерігалося віро-
гідне зниження всмоктування іонів натрію 
та підвищення секреції калію вже через 40 
хв після початку інфузії (рис. 2). Статистично 
вірогідних змін у рівні всмоктування іонів 
хлору не зареєстровано. При внутрішньовен-
ному введенні, на відміну від внутрішньо-
очеревинного, одночасно спостерігається 
висока концентрація гістаміну в крові, яка 
характерна для запальних процесів. За рівнем 
всмоктування води, іонів натрію та хлору 
ефект гістаміну збігається з цефтріаксоном, 

Рис. 1. Розвиток діареї у щурів на фоні 5-добового вве-
дення цефтріаксону (50 мг/кг внутрішньом’язово) та 
лоратадину (1,7 мг/кг, per os): 1 – контроль, 2 – лоратадин, 
3 – цефтріаксон, 4 – цефтріаксон і лоратадин
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що може опосередковано свідчити про мож-
ливу участь медіатора в механізмах розвитку 
діареї на фоні введення препарату. 

У дослідах на ізольованих препаратах 
товстої кишки людини було показано, що 
саме Н1, а не Н2 і Н3-гістамінові рецептори 
опосередковують просекреторну дію гістамі-
ну на транспорт електролітів через епітелій 
товстої кишки [16]. Для перевірки гіпотези 
про те, що ефект цефтріаксону на потік води 
та електролітів пов’язаний з виділенням 
гістаміну з тучних клітин, була проведена 
серія експериментів з сумісним введенням 
антибіотика та блокатора Н1-гістамінових 
рецепторів лоратадину (див. рис. 1). За дії 
цефтріаксону діарея розвивалась у 6-12% щу-
рів, тоді як на фоні лоратадину – лише у 2-4%. 
Ці зміни супроводжувалися підвищенням су-
марного рівня всмоктування води (на 95,2 %, 
Р<0,01) та секреції калію (на 42,4 %, Р<0,01) 
порівняно з дією самого цефтріаксону та не 

впливало на потік натрію та хлору (рис. 3). 
Інкубація колоноцитів людини лінії T84 з 

гістаміном чи агоністом Н1, але не Н2-гіста-
мінових рецепторів, стимулювала секрецію 
хлору. Цей ефект за механізмом схожий на 
реакцію карбахоліну і безпосередньо впли-
ває підвищенням вмісту внутрішньоклітин-
ного кальцію, активацією базолатеральних 
калієвих каналів і потенціюється цАМФ 
та цГМФ-залежними секретагогами [22]. 
У дослідженнях на ізольованій ділянці ди-
стального відділу товстої кишки щурів, гі-
стамін дозозалежно підвищував секреторний 
потенціал епітелію через вплив на хлорні і 
калієві канали апікальної та калієві канали 
базолатеральної мембран. Ця дія не залежала 
від вивільнення нейротрансмітерів чи про-
стагландинів [15]. Активація Н1-гістамінових 
рецепторів посилювала секрецію іонів хлору 
через епітелій товстої кишки мурчаків. Цей 
ефект залежав від вмісту простагландинів 

Рис. 2. Вплив гістаміну (3,6 мг.кг-1. год-1, внутрішньовенно) на сумарний потік води та іонів натрію, калію і хлору через 
епітелій товстої кишки: а – вода, б – натрій, в – калій, г – хлор, 1 – контроль, 2 – гістамін. * Р <0,05 відносно контролю
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та інтактного стану ентеральних нейронів 
[21, 23]. Непрямий шлях впливу гістаміну на 
транспортну функцію епітелію товстої кишки 
може бути опосередкованим через метаболіч-
не перетворення ейкозаноїдів [21, 24, 25]. 

Таким чином, гістамін здійснює просе-
креторний вплив на епітелій товстої кишки in 
vitro, але й досі залишається невідомим шлях 
його дії на транспорт води та електролітів 
in vivo. Адже всі дослідження були зроблені 
на ізольованих препаратах так само, як і до-
слідження впливу антибіотиків на транспорт 
води та електролітів. В умовах in vivo гіста-
мін посилював секрецію води, іонів натрію, 
калію, але не викликав змін у транспорті 
хлору, подібно до результатів з 5-добовим 
введенням цефтріаксону. Це свідчить про 
відмінність механізмів дії останнього in vivo 
від дослідів in vitro, котрі залучають гістамін 
та Н1-гістамінові рецептори. 

Прийом антибіотиків може супроводжува-
тися запаленням у слизовій оболонці мишей 

[9]. При цьому гістамін бере безпосередню 
участь у здійсненні реакцій, що супровод-
жують запалення у товстій кишці. Як було 
показано у дослідах на щурах [26], де вивча-
лися наслідки гострого коліту, Н1- та Н4 - гі-
стамінові рецептори залучені у забезпечення 
вісцеральної гіперчутливості після розвитку 
запалення, та була показана експресія Н1 - гі-
стамінових рецепторів у дорсальних гангліях, 
блокада яких пригнічувала вісцеральну гіпер-
чутливість. Цефаклор (антибіотик ІІ покоління 
цефалоспоринів) може опосередковано через 
ССКА рецептори посилювати евакуаторну 
функцію шлунку за рахунок капсаїцинчутли-
вих аферентних зв’язків [27]. Тобто можна зро-
бити припущення, що цефтріаксон впливає на 
моторну функцію товстої кишки, посилюючи 
її та, відповідно, зменшуючи час перебування 
хімусу в просвіті кишки та зменшуючи реаб-
сорбцію води та електролітів. 

Таким чином, ААД, викликана цефтріак-
соном, може бути опосередкована, принаймні 

Рис. 3. Рівень сумарного потоку води та електролітів натрію, калію, хлору після 5-добового введення цефтріаксону 
(50 мг/кг, внутрішньом’язово) та лоратадину (1,7 мг/кг, per os): а – вода, б – натрій, в – калій, г – хлор; 1 – лоратадин,  
2 – цефтріаксон, 3 – цефтріаксон і лоратадин. ** Р <0,01 відносно контролю
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частково, вивільненим з тучних клітин гіста-
міном, ефект якого спрямований так само, як 
і антибіотика: зниження рівня всмоктування 
води та натрію. А блокада Н1 - гістамінових 
рецепторів лоратадином попереджала про-
секреторну дію цефтріаксону на потік води 
та іонів натрію. Отже, у клінічній практиці 
доречним може бути призначення лоратадину 
не тільки для запобігання алергічним реак-
ціям, але і для попередження розвитку діареї.

ВИСНОВКИ

1. Гістамін чинить аналогічну до цефтріаксо-
ну (просекреторну) дію на транспорт води та 
натрію через епітелій товстої кишки щурів.

2. Блокада Н1-гістамінових рецепторів 
лоратадином попереджає клінічні прояви 
цефтріаксонвикликаної діареї, що супрово-
джувалося відновленням показників сумар-
ного потоку води та калію через епітелій 
товстої кишки щурів. 

3. Лоратадин може бути рекомендований 
для попередження ААД не інфекційної етіо-
логії. 

Т.В. Довбинчук, Т.М. Червинская,  
Л.В. Закордонец1, А.Н. Толстанова

РОЛЬ ГИСТАМИНА В МЕХАНИЗМЕ  
АНТИБИОТИКВЫЗВАННЫХ  
НАРУШЕНИЙ ТРАНСПОРТНОЙ ФУНК-
ЦИИ ЭПИТЕЛИЯ ТОЛСТОЙ КИШКИ 

Впервые исследована роль гистамину и Н1-рецепторов в 
механизмах цефтриаксонвызванной диареи у крыс-самцов 
линии Вистар (180-250 г). Исследование потока воды и 
электролитов через эпителий толстой кишки методом 
перфузии изолированного участка in vivo, фоне действия 
цефтриаксона (50 мг/кг, внутримышечно), гистамина 
(1,8; 3,6; 7,2 мг/кг, интраперитонеально, и 3,6 мг.кг-1.ч-1, 
внутривенно) и лоратадина (1,7 мг/кг, per os). Гистамин 
при внутривенном введении, аналогично цефтриаксону, 
производит просекреторное действие на поток воды и 
натрия. Блокада Н1-рецепторов лоратадином предупре-
ждает клинические проявления цефтриаксонвызванной 
диареи, сопровождалось восстановлением показателей 
суммарного потока воды и калия через эпителий толстой 
кишки крыс. Лоратадин может быть рекомендован для 
предупреждения антибиотикассоцированой диареи не 
инфекционной этиологии.

Ключевые слова: толстая кишка; цефтриаксон; гистамин; 
диарея; лоратадин.

T.V. Dovbynchuk, T.M. Chervinska,  
L.V. Zakordonets1, G.M. Тоlstanova

THE ROLE OF HISTAMINE IN THE 
MECHANISM OF ANTIBIOTIC-INDUCED 
CHANGES IN COLONIC ION AND WATER 
TRANSPORT 

The first time the role of histamine and H1-histamine receptors 
in the mechanisms of ceftriaxone-induced diarrhea in rats. 
Investigation of the flow of water and electrolytes through the 
epithelium of the colon performed male rats Wistar (180-250 
g), isolated area by perfusion in vivo, for the actions of ceftri-
axone (50 mg/kg intramuscularly), histamine (1,8; 3,6; 7,2 mg/
kg, introperytonealno, and 3,6 mg*kg-1

*h
-1 intravenously) and 

loratadine (1,7 mg/kg, per os). Histamine intravenous adminis-
tration, similar to ceftriaxone, makes a pro-secretory effect on 
the transport of water and sodium. Blockade of H1-histamine 
receptors loratadine prevents clinical signs ceftriaxone-induced 
diarrhea that accompanied the restoration of total water flow 
indicators and potassium through the epithelium of the colon 
of rats. Loratadine can be recommended for the prevention 
of diarrhea antybiotykasotsiyovanoyi not infectious etiology.
Key words: colon; ceftriaxone; histamine; diarrhea; loratadine.

Education and Research center «Institute of Biology» Taras 
Shevchenko National University of Kyiv; 
1O.O. Bogomolets National Medical University, Kyiv
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Вміст ендотеліального моноцитактивуючого  
пептиду ІІ в сироватці крові при цукровому діабеті 
1-го типу
Л.А. Могильницька, О.Є. Могильницька 
Хмельницька обласна лікарня; e-mail: mogylnytska@mail.ua

Досліджували вміст ендотеліального моноцитактивуючого пептиду ІІ (ЕМАР-ІІ) в сироватці 
крові при цукровому діабеті (ЦД) 1-го типу, ендотелійзалежну дилатацію, встановлювали мож-
ливий зв’язок між цими показниками у обстежених осіб. Виявлено підвищення вмісту ЕМАР-ІІ в 
сироватці крові та ослаблення ендотелійзалежної дилатації. Вміст пептиду прямо корелював зі 
вмістом глікозильованого гемоглобіну, глюкози крові, загального холестерину, ліпопротеїдів низької 
щільності, тригліцеридів та зворотно – зі вмістом ліпопротеїдів високої щільності та ендотелій-
залежною дилатацією. Підвищення вмісту ЕМАР-ІІ може бути одним з проявів ендотеліальної 
дисфункції при ЦД 1-го типу, а порушення вуглеводного та ліпідного обміну – впливати на розвиток 
виявлених зрушень.
Ключові слова: ендотеліальний моноцитактивуючий пептид ІІ; цукровий діабет 1-го типу; ендо-
теліальна дисфункція.

ВСТУП

Численні дослідження вказують на підви-
щення рівня серцево-судинних захворювань 
при цукровому діабеті (ЦД) 1-го типу [1]. 
Відомо, що такі три основні дефекти, як ен-
дотеліальна дисфункція, зміни в продукції/
вивільненні гормонів і порушення мета-
болізму в клітинах гладенької мускулатури 
є основними у розвитку ушкоджень дрібних 
артерій і капілярів (мікроангіопатій) внаслі-
док гіперглікемії, а також сприяють атероге-
незу при ЦД [2, 3].

Ендотеліальна дисфункція – ранній та 
важливий крок у розвитку діабетичних ан-
гіопатій [4]. Вона відіграє важливу роль у 
розвитку атеросклеротичного процесу. Функ-
ціональний стан ендотелію характеризується, 
з одного боку, ендотелійзалежною дилата-
цією, а з іншого, – вмістом ендотеліальних 
вазоактивних факторів у сироватці крові. 

Виявлено зворотний зв’язок між ендо-
телійзалежною дилатацією, систолічною, 

діастолічною дисфункцією міокарда та три-
валістю ЦД [5]. Показано також ослаблення 
ендотелійзалежної дилатації та збільшення 
товщини інтима-медіа каротидних артерій у 
дітей, хворих на ЦД 1-го типу порівняно зі 
здоровими однолітками та взаємозв’язок цих 
показників. Інші дослідження виявили осла-
блення ендотелійзалежної дилатації хворих, 
що корелювало з показниками глікемічного 
контролю [6, 7].

Ендотеліальний моноцитактивуючий пеп-
тид ІІ (ЕМАР-ІІ) – це мультифункціональний 
поліпептид з прозапальною та антиангіоге-
незною активністю. Він викликає прокоа-
гулянтні зміни на поверхні ендотеліальних 
клітин, посилює експресію Е-, Р-селектину 
та туморнекротичного фактора α, впливає 
на міграцію моноцитів та нейтрофілів, інду-
кує апоптоз в ендотеліальних клітинах [8]. 
ЕМАР-ІІ бере участь у процесі реваскуляри-
зації та відновлення ушкодженої тканини при 
інфаркті міокарда [9]. В інших дослідженнях 
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показано, що його блокада моноклональними 
антитілами індукує ангіогенез та покращує 
відновлення серцевої функції після інфаркту 
міокарда через зменшення фіброзу серцевого 
м’яза та розмірів рубця, збільшує кількість 
капілярів та запобігає накопиченню моно-
цитів у вогнищі захворювання [10].

Вважають, що вазодилатація, яка від-
бувається під час ЕМАР-ІІ-індукованого за-
палення, пов’язана з оксидом азоту. Це було 
продемонстровано на легеневих артеріях. 
Пептид викликає дилатацію легеневої артерії. 
ЕМАР-ІІ-опосередкована вазодилатація – 
ендотелійзалежна, пов’язана з активацією 
експресії індуцибельної NO-синтази мРНК в 
легеневій артерії. При блокаді оксиду азоту 
L-NAME – інгібітором NO-синтази, ЕМАР-ІІ-
індукована вазодилатація ослаблювалася [11]. 
Проте його роль у розвитку ендотеліальної 
дисфункції при ЦД 1-го типу невідома.

Метою нашого дослідження було визна-
чити вміст ЕМАР-ІІ в сироватці крові хворих 
на ЦД 1-го типу, вивчити ендотелійзалежну 
дилатацію, а також встановити можливий 
зв’язок між цими показниками.

МЕТОДИКА

Обстежено 58 осіб, з них 30 хворих на ЦД 
1-го типу, 28 контрольних осіб. Групи були 
відповідні за статтю та віком.

Серед хворих на ЦД 1-го типу було 17 
жі нок (59%) та 13 чоловіків (41%). Середня 
тривалість захворювання становила 11,08±0,8 

років. В групу були включені пацієнти з та-
кими вираженими мікросудинними усклад-
неннями, як нефро- та ретинопатія. Під час 
обстеження очного дна хворих у 20 (66,6%) 
з них виявлено проліферативну, у 5 (16,6%) – 
препроліферативну ретинопатію, у 5 (16,6%) 
– діабетичну ангіопатію сітківки за Kohner 
та Porta [12] У 27 (90%) хворих виявлена 
діабетична нефропатія IV (протеїнурична 
стадія). У 3 (10%) хворих – нефропатія ІІІ 
(мікроальбумінурія) [13]. Отже, у більшості 
пацієнтів незважаючи на молодий вік, були 
виражені ускладнення, а саме нефро- та ре-
тинопатія ІІІ-IV стадії.

Усі хворі отримували інсулін у добо-
вій дозі до 50 од. Артеріальна гіпертензія 
спостерігалась у 23 (76,6%) пацієнтів, які 
на момент обстеження знаходились у стані 
декомпенсації, ніхто з них не дотримувався 
гіполіпідемічної дієти.

Не обстежували осіб, які приймали пре-
парати, що потенційно здатні впливати на 
функціональний стан ендотелію, а саме: 
гіполіпідемічні засоби, інгібітори ангіотен-
зинперетворювального ферменту, блокатори 
рецепторів до ангіотензину-II, блокатори 
кальцієвих каналів, нітрати, гормональні кон-
трацептивні засоби та препарати замісної гор-
мональної терапії. Рівень глікемії визначали 
натще безпосередньо в тих зразках венозної 
крові, що використовували для подальших 
досліджень.

Вміст ЕМАР-ІІ досліджували імунофер-
мент ним методом із використанням сорбцій-

Клініко-лабораторна характеристика обстежених осіб.

Показник Контроль (n=28) Хворі на ЦД 1-го типу (n=30)
Вік, років 19,96±2,06 20,3±2,07
Індекс маси тіла, кг/м2 20,48±2,18 20,37±2,19
Глікозильований гемоглобін,% 5,33±0,45 10,32±1,59*
Глюкоза крові натще, ммоль/л 4,6±0,57 10,76±2,36*
Загальний холестерин,ммоль/л 4,14±0,51 5,34±0,92*
Тригліцериди, ммоль/л 1,46±0,29 2,53±0,57*
Ліпопротеїди високої щільності, ммоль/л 1,34±0,23 1,03±0,2*
Ліпопротеїди низької щільності, ммоль/л 2,63±0,4 3,32±1,01*

* P<0,05

Л.А. Могильницька, О.Є. Могильницька
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них колонок “Аmprer” (“Amersham Lifesi-
lence”) та тест-систем “Amersham pharmacia 
biotech” (Велика Британія) на плошковому 
ELISA-аналізаторі «Stat  Fax-303 Plus» 
(США). 

Ендотелійзалежну дилатацію вимірювали 
за стандартною технологією [14, 15]. Діаметр 
плечової артерії – за допомогою ультразву-
ку двічі: базальний та протягом реактивної 
гіперемії, базальний діаметр – після 10 хв 
спокою. Далі манжету тонометра накладали 
на передпліччя та нагнітали повітря до тиску 
250 мм рт. ст. та утримували протягом 5 хв. 
Після цього повітря випускали та повторно 
вимірювали діаметр плечової артерії про-
тягом 1-ї хвилини. Таким чином, виникала 
реактивна гіперемія та ендотелійзалежна 
дилатація. 

Результати представлені як середнє ± 
стандартне відхилення. Їх статистичну об-
робку проводили методами варіаційної та 
описової статистики за допомогою стан-
дартного пакета статистичного розрахунку 
даних програми Microsoft Excel. Вірогідність 
відмінностей середніх значень визначали за 
критерієм t Стьюдента. Відмінність вважали 
вірогідною при Р<0,05. Кореляційний аналіз 
розраховували, використовуючи коефіцієнт 
Пірсона.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Виявлено, що вміст ЕМАР-ІІ в сироватці 
крові хворих становив 4,62±1,91 нг/мл, у 
контролі – 1,25±0,76 нг/мл (рисунок 1).

Показано підвищення вмісту ЕМАР-
ІІ у сироватці крові хворих порівняно з 
контрольною групою у 3,69 раза (Р<0,05). 
Це може вказувати на те, що така патоло-
гія супроводжується підвищенням вмісту  
ЕМАР-ІІ, а також на роль гіперглікемії в роз-
витку згаданих зрушень. Наше припущення 
підтверджує виявлений статистично віро-
гідний прямий кореляційний зв’язок вмісту 
ЕМАР-ІІ, глікозильованого гемоглобіну та 
глюкози в сироватці крові:

Зміна концентрації циркулюючих ен-
дотеліальних продуктів може вказувати на 
ендотеліальну активацію та дисфункцію на 
доклінічній стадії [16]. ЕМАР-ІІ викликає 
активацію туморнекротичного фактора-α, 
інтерлейкіну-1 β, інтерлейкіну-8, запальних 
білків макрофагів, а також ендотеліальних 
клітин з посиленням синтезу Е-селектину, 
ІСАМ, VСАМ, тканинного фактора [17]. 

Оскільки у обстежених був порушений 
ліпідний обмін, то потрібно було з’ясувати 
вплив дисліпідемії на підвищення вмісту 
ЕМАР-ІІ. Встановлено статистично віро-
гідний прямий кореляційний зв’язок між 
вмістом тригліцеридів, загального холесте-
рину, ліпопротеїдів низької щільності та 
ЕМАР-ІІ та зворотний кореляційний зв’язок 
між вмістом ЕМАР-ІІ та ліпопротеїдами ви-
сокої щільності (див. вивід). Ці результати 
свідчать про взаємозв’язок дисліпідемії та 
вмісту ЕМАР-ІІ, адже порушення ліпідного 

Показник
Коефіцієнт 
кореляції

Глікозильований гемоглобін 0,8
Глюкоза крові 0,66
Загальний холестерин 0,52
Тригліцериди 0,74
Ліпопротеїди низької щільності 0,61
Ліпопротеїди високої щільності -0,58
Ендотелійзалежна дилатація -0,54

Вміст ЕМАР-ІІ у сироватці крові хворих на ЦД 1-го типу: 
1-контроль, 2-цукровий діабет 1-го типу
*Р<0,05 порівняно з контролем
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обміну відіграє важливу роль у ініціюванні 
та прогресуванні атеросклерозу, а також роз-
витку ендотеліальної дисфункції [18].

Ендотелійзалежна дилатація станови-
ла 3,011±1,9 % у хворих та 8,4±4,08 % у 
контрольній групі. Показано її ослаблення 
у 2,79 раза порівняно з контролем. Базовий 
діастолічний діаметр плечової артерії не 
відрізнявся від контрольної групи (Р>0,05). 
Спостерігався прямий кореляційний зв’язок 
між ендотелійзалежною дилатацією та 
вмістом ЕМАР-ІІ у сироватці крові хворих 
на ЦД (див. вивід). 

ЕМАР-ІІ має потужний вплив на ен-
дотеліальні клітини, викликає їх апоптоз, 
пригнічує проліферацію, васкуляризацію та 
неоангіогенез, що може сприяти порушенню 
функціонального стану ендотелію [19]. Тому 
підвищення вмісту ЕМАР-ІІ та кореляційний 
зв’язок з ендотелійзалежною дилатацією у 
хворих може бути проявом ендотеліальної 
дисфункції та активації при вказаній патології. 

Таким чином, при ЦД 1-го типу підвищу-
ється вміст ЕМАР-ІІ в сироватці крові, що 
пов’язане з гіперглікемією та дисліпідемією. 
Порушення ендотелійзалежної дилатації 
пов’язане з підвищенням вмісту ЕМАР-ІІ в 
сироватці крові. Зміна концентрації цитокіну 
може бути одним з проявів ендотеліальної 
дисфункції при ЦД 1-го типу.

Л.А.Могильницкая, О.Е.Могильницкая

СОДЕРЖАНИЕ ЭНДОТЕЛИАЛЬНОГО МО-
НОЦИТАКТИВИРУЮЩЕГО ПЕПТИДА-II 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПРИ САХАРНОМ 
ДИАБЕТЕ 1-ГО ТИПА
Определяли содержание эндотелиального моноцитакти-
вирующего пептида ІІ (ЕМАР-ІІ) в сыворотке крови при 
сахарном диабете (СД) 1-го типа, исследовали эндотелий-
зависимую дилатацию, а также устанавливали возможную 
связь между этими показателями у обследованных лиц. 
Выявлено повышение содержания ЕМАР-ІІ в сыворотке 
крови и ослабление эндотелийзависимой дилатации при 
СД 1-го типа. Содержание ЕМАР-ІІ прямо коррелировал 
с содержанием гликозилированого гемоглобина, глюко-
зы крови, общего холестерина, липопротеидов низкой 
плотности, триглицеридов и обратно коррелировал с 
содержанием липопротеидов высокой плотности и эн-

дотелийзависимой дилатацией. Повышение содержания 
ЕМАР-ІІ может быть одним из проявлений эндотелиаль-
ной дисфункции при СД 1-го типа, а нарушение углевод-
ного и липидного обмена – влиять на развитие выявленных 
нарушений.
Ключевые слова: эндотелиальный моноцитактивирующий 
пептид ІІ; сахарный диабет; эндотелиальная дисфункция.

L.A. Mogylnytska, O.E. Mogylnytska

SERUM LEVELS OF ENDOTHELIAL 
MONOCYTE ACTIVATING PEPTIDE II IN 
TYPE 1 DIABETES

Was investigated serum level of endothelial monocyte ac-
tivating peptide II (EMAP-II) and endothelium-dependent 
dilatation in type 1 diabetes and possible relation between 
those. We found an increase serum level of EMAP-II and 
decrease of endothelium-dependent dilatation in type 1 
diabetes. It was significant correlation between EMAP-II and 
HbAc1, blood glucose, total cholesterol, LDL, triglycerides and 
inverse correlation between EMAP-II and HDL, endothelium-
dependent dilatation. The revealed change of EMAP-II serum 
level reflects an endothelial dysfunction in type 1 diabetes, 
alteration of carbohydrate and lipid metabolism could influence 
of this pathway. 
Key words: EMAP-II; diabetes; endothelial dysfunction.

Khmelnitsky regional hospital
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Гени кумулюсних клітин як потенційні біомаркери 
для діагностики стану розвитку ооцитів та ембріонів
О.А. Шепель, Т.Ю. Вознесенська, Т.В. Блашків, Р.І. Янчій
Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця НАНУ, Україна, Київ; e-mail: elena-shepel@ukr.net

В цьому огляді представлені сучасні дані про гени, що є потенційними біомаркерами для селекції 
ооцитів та ембріонів у програмі екстракорпорального запліднення (ЕКЗ). Морфологічна оцінка, яка 
ґрунтується на таких показниках, як швидкість росту, раннє дроблення, ступінь фрагментації, 
формування бластоцисти, є суб’єктивною і не дає точного прогнозу розвитку ембріона. Потрібні 
об’єктивні, швидкі та доступні тести для визначення потенціалу розвитку статевих клітин, які 
б збільшили шанс успішної вагітності та знизили кількість ембріонів для підсадки. З виникненням 
нових технологій у кумулюсних клітинах виявлені гени, які характеризують здатність ооцитів до 
мейотичного дозрівання, фертилізації та ембріонального розвитку і можуть бути використані 
під час ЕКЗ для відбору ооцита  або ембріона з більш високим потенціалом імплантації. Серед них 
циклооксигеназа 2 (ЦОГ2), гремлін 1 (ГРЕМ1) і гіалуронансинтаза 2 (ГС2).
Ключові слова: якість ооцитів; експресія генів у кумулюсних клітинах; циклооксигеназа 2; гремлін 
1; гіалуронансинтаза 2.

ОГЛЯДИ

На фоні збереження тенденції до скорочення 
населення особливо гострою є проблема без-
пліддя. Важливу роль у досягненні вагітності 
в процесі in vitro запліднення і перенесення 
ембріонів відіграє вибір найбільш перспек-
тивного клітинного матеріалу (ооцитів, зи-
гот, ембріонів). Нині цей відбір ґрунтується 
на таких морфологічних показниках, як 
швидкість росту, раннє дроблення, ступінь 
фрагментації, формування бластоцисти [1–4]. 
Однак прогностична можливість цього під-
ходу обмежена, оскільки він є суб’єктивним 
і недостатньо точним [1, 2, 4–6]. Морфоло-
гічний зовнішній вигляд ооцита і ембріона 
не дає адекватного прогнозу їх розвитку. У 
70-80% морфологічно аномальних ембріонів 
виявлені генетичні порушення, тоді у 40% 
ембріонів з нормальною морфологією також 
виявлені хромосомні аберації [3]. Таким чи-
ном, для підтримки високих показників вагіт-
ності здійснюють трансфер 3-4 ембріонів на 

ранніх стадіях розвитку або 2-3 бластоцист. 
Однак це часто призводить до багатоплідної 
вагітності, яка пов’язана з підвищеною захво-
рюваністю плода і його смертністю [3, 6, 7].

Трансфер одиничного ембріона стає все 
більш поширеним при екстракорпоральному 
заплідненні (ЕКЗ), оскільки означає редукцію 
багатоплідної вагітності. Відбір ембріонів 
з більш високим потенціалом імплантації 
– найважливіше завдання у допоміжних 
репродуктивних технологіях [1, 6, 8]. Та-
ким чином, будь-який об’єктивний метод 
оцінки компетентності ооцита і потенціалу 
імплантації й розвитку ембріона збільшив 
би успішність допоміжних репродуктивних 
технологій [2, 3]. З їх виникненням виявлені 
нові біомаркери, які можуть бути використані 
самостійно або у комбінації з морфологічни-
ми  критеріями при ЕКЗ для селекції ооцита 
і / або ембріона [1, 4–6, 9, 10]. 

Відомо, що преовуляторні фолікули мі-
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стять субпопуляції гранулярних клітин, вклю-
чаючи пристінкові і кумулюсні (КК). Перші 
вистилають стінку фолікула, знаходяться в 
тісній близькості до текальних клітин і екс-
пресують гени, потрібні для фолікулярного 
розриву. КК залишаються пов’язаними з оо-
цитом протягом фолікулярного розвитку та 
овуляції. Ооцити і КК ростуть і розвиваються 
строго координовано і взаємозалежно. Вони 
є медіаторами розвитку ооцита і фертиліза-
ції, а, ооцит у свою чергу регулює розвиток 
кумулюса [1, 3, 8, 9, 11]. У мишей кумулюс-
но-ооцитарні клітинні комплекси (КОКК) 
відіграють центральну роль в овуляції, і 
здатність ооцитів підтримувати експресію 
генів у кумулюсі пов’язана з компетентністю 
ооцитів до розвитку [2, 11, 12]. Для вивчення 
зв’язку між профілем генної експресії в КК 
та компетентністю ооцитів, якістю ембріонів 
і результатом вагітності застосовують техно-
логії на основі ДНК-мікрочіпів, полімеразну 
ланцюгову реакцію (ПЛР) в реальному часі 
[2, 6, 12], генетичну діагностику за допомо-
гою порівняльної геномної гібридизації, од-
нонуклеотидний поліморфізм генів. Резуль-
татом аналізу геномних і транскриптомних 
даних є визначення генів, які диференційно 
експресуються в різних експериментальних 
умовах [6]. Згідно з сучасною концепцією, 
КК можуть бути надійною моделлю для 
з’ясування якості ооцита та ефективності 
протоколу оваріальної гіперстимуляції і 
опосередковано прогнозувати анеуплоїдію 
ооцитів, ембріональний розвиток і результат 
вагітності [2, 8, 13]. Крім того, аналіз генної 
експресії в КК може допомогти зрозуміти 
механізми, які знижують репродуктивну 
здатність [4, 14]. Нині широко використо-
вується ПЛР в реальному часі як чутливий і 
ефективний метод для кількісного визначен-
ня окремих транскриптів. З іншого боку, ви-
користання ДНК-мікрочіпів для визначення 
профілю експресії в масштабі геному відкри-
ло нові перспективи для дослідників, даючи 
можливість ідентифікувати транскриптомні 
сигнатури життєздатних ембріонів. Однак за-

стосування мікрочіпів потребує спеціалізова-
ного обладнання і підготовленого персоналу, 
що може коштувати непомірно дорого  і не 
зможе давати результати  достатньо швидко, 
щоб використовувати інформацію в клініці в 
обмежений проміжок часу, прийнятний для 
ембріонального трансферу. Тому навряд чи 
для КК від окремих ооцитів доцільно засто-
совувати такий аналіз, щоб отримати  повний 
профіль транскриптів.  Замість цього обме-
жене число генів, які були ідентифіковані  у 
дослідженнях з використанням мікрочіпів 
як біомаркерів життєздатності ооцитів та 
ембріонів, може бути оцінено за допомогою 
ПЛР у реальному часі. Але  в цьому разі 
важливо встановити чи необхідне визначення 
абсолютної кількості або лабораторія просто 
відбере ембріони з найвищою і найнижчою 
експресією і скільки генів краще досліджува-
ти, оскільки визначення продукту одиничного 
гена навряд чи передбачить результат [4, 6].  

Взаємодія КК і ооцита відбувається через 
щілинні контакти [6, 15] за допомогою парак-
ринних сигнальних факторів. Ці міжклітинні 
канали забезпечують трансфер малих моле-
кул і сприяють обміну метаболітів глюкози 
та іонів між ооцитом і КК [1, 4]. Генетичні 
модуляції в КК (як і в гранулярних кліти-
нах) можуть призвести до репродуктивної 
недостатності [14]. Аналіз КК має переваги 
порівняно з прямою оцінкою ооцита. Ооцити 
на стадії метафази 2 є делікатними клітинами, 
які можуть бути легко пошкоджені морфоло-
гічними дослідженнями [1, 15]. КК, як прави-
ло, не використовуються під час класичного 
ЕКЗ та інтрацитоплазматичної ін’єкції спер-
матозоїда в яйцеклітину. Ці клітини легко 
доступні і численні [2], їх відділяють від 
ооцитів безпосередньо після виділення, тому 
такий аналіз не заподіє ніякого додаткового 
стресу ооцитам [1, 4, 15, 16]. Ізольовані КК - 
це відносно гомогенна фракція, практично не 
забруднена іншими клітинами. У той час як 
більшість ізольованих гранулярних клітин мі-
стять домішки текальних і кров’яних клітин, 
що пояснюється методами їх отримання. Все 
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вищезазначене свідчить про те, що кумулюс є 
зручним матеріалом для неінвазивного мето-
ду визначення потенціалу розвитку статевих 
клітин. Проте слід враховувати, що збір КК 
може бути пов’язаний з додатковим часом для 
кожного ооцита за межами інкубатора. Крім 
того, для підтримки ідентичності кожного 
зразка КК відносно певного ембріона потріб-
на індивідуальна культура, а це – додаткова 
робота і фінансові витрати у лабораторії. Ці 
аспекти також повинні бути вивчені і проа-
налізовано співвідношення ризиків і вигоди 
до реалізації такого підходу у клініці [6].

Серед генів, які експресуються в КК і 
активно вивчаються, можна виділити цикло-
оксигеназу 2 (ЦОГ2), гремлін 1 (ГРЕМ1) і 
гіалуронансинтазу 2 (ГС2). Встановлено, що 
всі вони залучені в фолікулярний розвиток, 
зокрема, кумулюсне розширення [16–20], що 
ініціюється хвилею лютеїнізуючого гормо-
ну і відіграє надзвичайно важливу роль під 
час розвитку ооцита, овуляції і фертилізації 
(тобто сприяє ефективному заплідненню, 
успішному відриву КОКК від фолікулярної 
стінки і наступної овуляції, їх транспорту  
через яйцепровід і підтримці життєздатно-
сті ооцита в матковій трубі) [4, 17–19, 21]. 
Ооцити, виділені із фолікулів з порушеним 
кумулюсним розширенням, мають обмеже-
ний потенціал для імплантації [6]. Альте-
рації в кумулюсному розширенні можуть 
відбуватися з віком у жінок і відповідати за 
їх репродуктивну недостатність  як безпосе-
редня причина або як відображення зниження 
функціональної і структурної якості ооцитів 
[3]. Враховуючи залучення цих генів у про-
цес кумулюсного розширення, можна при-
пустити, що вони будуть досить надійними 
маркерами мейотичного дозрівання і якості 
ооцита, фертилізації і раннього ембріональ-
ного розвитку [21]. 

У пацієнтів, які проходили процедуру 
ЕКЗ або інтрацитоплазматичної ін’єкції 
сперматозоїда в яйцеклітину, за допомогою 
кількісної ПЛР встановлено, що експресія 
ЦОГ2 та ГС2 була вище в 6 разів, а ГРЕМ1 – 

в 15 разів в КК, відокремлених від ооцитів, 
що дали початок ембріонам високої якості 
[3]. Показано, що профіль експресії ЦОГ2 
і ГС2 в КК мишей був подібний до такого у 
людини: нижчий у клітин, що були пов’язані 
з ооцитами із слабким потенціалом розвитку 
[22]. Наведені результати узгоджуються з 
даними, отриманими в інших дослідженнях 
[23]. Значна кореляція була виявлена між 
ембріональним розвитком на 3-тю добу та 
експресією ГРЕМ1 [24, 25], а також, проте 
меншою мірою, між якістю ооцитів  та ЦОГ2 
і ГС2  [24]. Виявлений взаємозв’язок вмісту 
мРНК для цих генів і видом гонадотропіну, 
що використовувався для оваріальної сти-
муляції [15, 24, 25]. Показано залежність 
експресії ГС2 в КК  від стадії мейотичного 
дозрівання. Встановлено, що середній вміст 
мРНК для ГС2 значно вище в КК, пов’язаних 
з ооцитами, які були запліднені і розвились 
у життєздатні бластоцисти  [26]. Таким чи-
ном, рівень експресії цих генів корелює з 
морфологічними і фізіологічними характе-
ристиками статевих клітин [3, 19]. Водночас 
є результати, які демонструють відсутність 
суттєвих відмінностей між експресією генів, 
зокрема ЦОГ2, у КК та ГК, які оточували за-
пліднені та незапліднені яйцеклітини, а також 
між успішно й неуспішно імплантованими 
ембріонами. Припускають, що причинами 
розбіжності у результатах можуть бути схема 
дослідження, протокол стимуляції, фізичний 
стан пацієнта [8]. 

Згідно з останніми дослідженнями, у 
жінок підвищений рівень експресії ГРЕМ1 
в КК позитивно корелює з дозріванням оо-
цитів [23, 27], супроводжується правильним 
формуванням бластоцисти, високою якістю 
ембріонів і незначним покращенням по-
казника вагітності [14]. Взаємозалежність 
якості ооцита і експресії ГРЕМ1 ще треба 
досліджувати. Але відомо, що ГРЕМ1 – це 
ген, індукований фактором росту дифе-
ренціювання-9 (РФД9), який продукується 
безпосередньо ооцитом. Ще одним таким 
фактором є кістковий морфогенетичний білок 
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(БМП). Припускають, що ГРЕМ1 модулює 
перехресні сигнальні шляхи між РФД9- і 
БМП-сигналізацією [14, 15], яка потрібна  
під час фолікулярного розвитку. ГРЕМ1 се-
лективно інгібує БМП-сигналізацію, не пору-
шуючи РФД9-сигналізацію. Тобто ГРЕМ1 є 
антагоністом БМП, і останні дані показують, 
що він залучений у внутрішньофолікуляр-
ний БМП-сигнальний шлях, який негативно 
регулює продукцію андрогенів текальними 
клітинами (як базальну, так і індуковану лю-
теїнізуючим гормоном) [15]. З одного боку, 
підвищений вміст андрогенів може сприяти 
розвитку полікістозу яєчників. З іншого, ан-
дрогени потрібні для нормальної оваріальної 
функції і фертильності [28]. Припускають, що 
селективне інгібування сигналізації сприяє 
лютеїнізації пристінкових ГК, підтримуючи 
при цьому кумулюсне розширення. Якщо 
це так, то безперервна експресія ГРЕМ1 в 
КК повинна представляти зрілий ооцит і 
прогнозує покращений розвиток ембріона 
[3, 25]. Зниження ж експресії ГРЕМ1 може 
вказувати на пошкоджену ооцитарну функ-
цію і кумулюсне розширення і, відповідно, 
свідчить про слабку репродуктивну здатність. 
Спостерігаються значні варіації експресії 
ГРЕМ1 у пацієнтів, а, враховуючи те, що 
нині обмежені знання про функціонування 
цих генів в  кумулюсних клітинах, складно 
повністю зрозуміти причини їх біологічної 
кореляції [14].

ГС2 експресується КК у відповідь на 
спільний ефект фолікулостимулювального 
гормону і РФД9, як фермент, який відповідає 
за синтез гіалуронової кислоти, одного з го-
ловних компонентів позаклітинного матриксу 
[1, 15], утворення якого потрібне для куму-
люсного розширення у відповідь на овуля-
торний викид лютеотропіну. Отже, зниження 
експресії ГС2 порушує синтез гіалуронової 
кислоти, і відповідно, формування матрик-
су та пошкоджує процес овуляції. Значний 
вміст ГС2 транскриптів наявний в ооцитах 
з субоптимальною морфологією, які розви-
нулися в ембріони високої якості на відміну 

від ооцитів, ізольованих від КК, і ооцитів, 
що зазнали невдачі при заплідненні [15, 23].

ЦОГ2 запускає сигналізацію простаглан-
динів (ПГ) у яєчнику, які синтезуються з 
арахідонової кислоти [29]. ПГ є загальними 
медіаторами запальних реакцій, включаючи 
й овуляцію. З двох ізоформ циклооксигенази 
розрізняють конститутивну - ЦОГ1 (функціо-
нує постійно і виконує фізіологічно важливі 
функції) та індуцібельну - ЦОГ2 (функціонує 
в певних умовах, наприклад, при запаленні). 
В яєчнику ЦОГ1 конститутивно експресуєть-
ся в текальних клітинах, а ЦОГ2 індукується 
лютеотропіном або хоріонічним гонадотро-
піном в пристінкових ГК і КК. Встановлено 
регуляторний вплив РФД9 на активацію 
ЦОГ2 в КК [1, 3]. Самиці мишей нульові (но-
каутні) за ЦОГ2 або по ПГЕ2 рецептору ЕР2 
є безплідними, у них пошкоджено кумулюсне 
розширення і порушений процес овуляції. 
ПГ відіграють надзвичайно важливу вну-
трішньофолікулярну роль у регуляції генів, 
залучених у формування матриксу і куму-
люсне розширення [15]. ЦОГ2 пов’язанй із 
стабілізацією матриксу під час кумулюсного 
розширення [22]. Виявлено кореляцію між ек-
спресією ЦОГ2 в КК та дозріванням ооцитів 
[1, 23]. Хоча механізми, за допомогою яких 
ПГ опосередковують кумулюсне розширення 
і подальшу овуляцію, до кінця не зрозумілі.

Припускають, що в механізм може бути 
задіяний білок TSG6 (ФНПα-стимульований 
ген 6), який є мішенню дії ПГ [30, 31], 
оскільки у мишей, нокаутних по ЦОГ2 і 
ЕР2 експресія мРНК TSG6 (але не ГС2) зни-
жується. Ланцюг може бути таким: в прео-
вуляторному фолікулі хвиля лютеїнізуючого 
гормону індукує мРНК ЦОГ2 і ГС2. ЦОГ2 
відповідає за синтез ПГ, а ті в свою чергу за 
експресію мРНК TSG6; ГС2 забезпечує син-
тез ГК. Остання пов’язує білок TSG6. А далі 
запускається процес формування матриксу і 
кумулюсне розширення [30].

Таким чином, порушення експресії кож-
ного з цих трьох генів призводить до пошкод-
ження кумулюсного розширення та форму-
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вання матриксу і, як наслідок, – порушення 
овуляції. Відповідно, аналіз їх експресії в КК 
може бути непрямою ознакою чи показником 
мікрооточення, в якому дозріває ооцит, і до-
помогти ембріологові краще оцінити якість 
ембріона [2]. В основі порушення експресії 
ЦОГ2, ГРЕМ1 або ГС2 можуть бути гормо-
нальні зміни, які супроводжують ту чи іншу 
патологію, ушкодження продукції РФД9 [14], 
який регулює їх активацію.

Загалом точна природа і різноманітність 
ооцит-КК сигнальних молекул є складною 
і динамічною, але вони мають величезний 
вплив на якість ооцитів [1]. Врешті решт, 
численні гени в КК могли б бути потенцій-
ними маркерами для діагностики здатності 
розвитку ооцитів та ембріонів [3, 5, 8, 32, 33]. 
Треба визначити профіль їх експресії, важли-
вий для селекції ембріона, провести дослід-
ження, щоб виявити зв’язок між зміненою 
експресією мРНК в КК і розвитком ембріона, 
його життєздатністю. Однак слід визнати, що 
нині не існує загальновизнаних біомаркерів. 
Причиною розходження в результатах  мо-
жуть бути різні фактори, що впливають на 
експресію генів: план дослідження, протокол 
стимуляції та фізичні дані пацієнта, етіологія, 
лікування, вік  тощо [4, 8, 32]. Безумовно, 
застосування передових транскриптомних 
і біоінформативних інструментів у лабора-
торіі ЕКЗ є доцільним, а початкові висновки 
обнадійливими, однак залишаються питання, 
які треба вирішити перед тим, як уводити ці 
технології в клінічну практику. Важливим 
етапом також є проведення рандомізованих 
контрольованих досліджень, щоб підтверди-
ти клінічний ефект від застосування генів-
біомаркерів.

Розвиток неінвазивних методів оцінки 
ооцитів на основі транскриптомного дослід-
ження фолікулярних соматичних клітин має 
не тільки клінічне, а й наукове значення. 
Застосування неінвазивного аналізу КК допо-
може поглибити розуміння взаємозалежності 
зовнішніх і внутрішніх факторів, що вплива-
ють на фолікуло- і оогенез, з’ясувати складні 

молекулярні механізми, що регулюють роз-
виток ооцитів та ембріонів. Ці знання у свою 
чергу можуть бути використані в клініці для 
вдосконалення протоколів in vitro дозрівання 
ооцитів або індивідуалізації методики контр-
ольованої оваріальної стимуляції.

Е.А.Шепель, Т.Ю.Вознесенская, Т.В.Блашкив, 
Р.И.Янчий

ГЕНЫ КУМУЛЮСНЫХ КЛЕТОК КАК 
ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ БИОМАРКЕРЫ ДЛЯ 
ДИАГНОСТИКИ РАЗВИТИЯ ООЦИТОВ И 
ЭМБРИОНОВ

В этом обзоре представлены современные данные о генах, 
которые являются потенциальными биомаркерами для 
селекции ооцитов и эмбрионов в программе экстракорпо-
рального оплодотворения (ЭКО). Морфологическая оцен-
ка, основанная на таких показателях, как скорость роста, 
раннее дробление, степень фрагментации, формирование 
бластоцисты, является субъективной и не дает точного 
прогноза развития эмбриона. Необходимы объективные, 
быстрые и доступные тесты для определения потенциала 
развития половых клеток, которые бы увеличили шанс 
успешной беременности и снизили количество эмбрионов 
для подсадки. С возникновением новых технологий в 
кумулюсных клетках обнаружены гены, характеризую-
щие способность ооцитов к мейотическому созреванию, 
фертилизации и эмбриональному развитию и могут быть 
использованы при ЭКО для отбора ооцита или эмбриона 
с более высоким потенциалом имплантации. Среди них 
циклооксигеназа 2 (ЦОГ2), гремлин 1 (ГРЕМ1) и гиалу-
ронансинтаза 2 (ГС2).
Ключевые слова: качество ооцитов; экспрессия генов 
в кумулюсных клетках; циклооксигеназа 2; гремлин 1; 
гиалуронансинтаза 2.

E.А. Shepel, Т.Yu. Voznesenskaya, T.V. Blashkiv, 
R.І. Yanchii

CUMULUS CELL GENES AS POTENTIAL 
BIOMARKERS OF OOCYTE AND EMBRYO 
DEVELOPMENTAL COMPETENCE

Bogomoletz Institute of Physiology NASU, Ukraine, Kiev
The selection of embryos with high implantation potential is 
the most important task in assisted reproductive technologies. 
Today, this selection is based on subjective morphological 
criteria such as growth rate, early cleavage, the degree 
of fragmentation, blastocyst formation. However, the 
morphological assessment alone does not accurately predict 
oocyte/early stage embryo competence. Thus, the development 
of an objective, accurate, fast and affordable tests to determine 
oocyte quality and embryo viability  could increase the chance 
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of a successful pregnancy and reduce the number of embryos 
to transfer. The advent of new technologies, the so-called 
OMIKS, has allowed to identify novel biomarkers that can 
be used in cycle of in vitro fertilization (IVF) for oocyte and 
/ or embryo selection. During folliculogenesis oocyte plays a 
dominant role in regulation of cumulus (CC) and granulosa 
cell (GC) functions,  and it is consequently believed that 
functions of GC and CC indirectly reflect oocyte’s compe-
tence. Cell functions and active cell processes are regulated 
through gene expression therefore, gene expression analysis 
in GC and/or CC could provide a non-invasive method for 
identification of the most competent oocytes and embryos.  In 
cumulus cells, genes have been identified that characterize 
the oocyte ability to undergo meiotic maturation, successful 
fertilization and  early embryonic development. Among them 
cyclooxygenase 2, gremlin 1 and hyaluronan synthase-2, which 
play an important roles during oocyte development, ovulation 
and fertilization. This article reviews the recent data regarding 
these genes as potential biomarkers for selection of oocytes 
and embryos in the IVF program.
Key words: oocyte quality; cumulus cell gene expression; 
cyclooxygenase 2; gremlin 1; hyaluronic acid synthase 2.
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Рецензия на учебник «Патофизиология» под редакцией 
Н.Н. Зайко, Ю.В. Быця, Н.В. Крышталя, Киев: ВСИ Медицина, 2015.– 
744 с., илл.

РЕЦЕНЗІЇ

Рецензируя труд, подготовленный большим 
творческим коллективом украинских пато-
физиологов (в составе 19 соавторов), хочет-
ся, прежде всего, отметить, что он написан, 
в главных своих частях, представителями 
школы академика А.А. Богомольца, осново-
положника отечественной системы препо-
давания патофизиологии. В связи с этим, на 
страницах книги отчетливо прослеживаются 
характерные для богомольцевской школы 
подходы и акценты, авторами унаследованы 
и творчески развиты особенности определе-
ний и описаний некоторых патологических 
процессов, введенные А.А. Богомольцем 
еще в его знаменитом «Руководстве» 1938 г. 
Это придает учебнику дополнительную 
ценность: он вполне отвечает подходам и 
информационным потребностям тех рос-
сийских и русскоязычных  патофизиологов, 
которые, работая в различных странах мира, 
самоопределяются как ученики и наследники 
патофизиологических школ, произросших от 
ствола единого «богомольцевского» древа. 
В этом состоит международное значение 
творческого достижения украинских коллег. 
Рецензируемый учебник состоит из Пред-
исловия, Вступления и  32 глав , охваты-
вающих как общую патофизиологию, так 
и основы частной патофизиологии органов 
и систем. Он может принести пользу как 
теоретикам медицины, так и клиницистам, 
так как в нем, особенно в его специальной 
части прослеживаются клинико-патофизи-
ологические корреляции.  В связи с этим 
выход в свет рецензируемого издания следует 
признать своевременным и полезным: как 
дополнительный источник при преподавании 
патофизиологии оно может быть применено 

и в российских медвузах и университетах.   
Ценность этого труда заключается в том, что 
он создан высококвалифицированными уче-
ными и педагогами, имеющими множество 
оригинальных патофизиологических иссле-
дований и многолетний опыт проблемного 
обучения. Авторы в изложении конкретного 
материала, расширяют рамки образователь-
ного процесса, побуждая читателя к само-
стоятельному наблюдению и рассуждению 
на основе новых знаний, к применению 
этих знаний при осмыслении клинической 
проблематики. Такой подход  обеспечивает 
интеграцию новых знаний с классическими 
представлениями патофизиологии и смежных 
теоретических и клинических дисциплин и 
позволяет использовать их для решения прак-
тических вопросов, стоящих перед врачом. 

Особенно удачными по форме и богатыми 
по содержанию, с точки зрения рецензента, 
получились главы, посвященные нарушени-
ям кислотно-щелочного равновесия, обмена 
микроэлементов, патофизиологии перифери-
ческого кровообращения и воспалению.  В 
разделе о шоке отчетливо и ясно представле-
на шокогенная роль избыточного системного 
действия медиаторов воспаления, что не было 
характерно для множества русскоязычных 
пособий по патофизиологии шока, в том чи-
сле – и сравнительно недавно выпущенных. 

Несомненно, не только студенты, но и слу-
шатели различных программ последипломного 
обучения, уже имеющие врачебный диплом, 
получат много пользы от ознакомления с этой 
книгой: ведь она обобщает и систематизирует 
накопленный огромный материал в области 
патофизиологии и позволяет врачу с современ-
ных позиций определить адекватность объема 
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и содержания, возможные побочные эффекты 
различных диагностических и лечебных мето-
дов, используемых в практике.

Следует отметить лаконизм учебника, 
удачное вплетение в тексты справочного типа 
важнейших концептуальных положений. В 
результате учебник и не сух по изложению – 
как некоторые чисто справочные пособия, и 
не страдает информационной избыточностью, 
что порой затрудняет восприятие  студентами 
даже хороших концептуальных учебников. 
Авторы практически везде на страницах книги 
сохранили общность стилистики, интонации, 
непротиворечивость отдельных ее частей – 
что всегда сложно, когда учебник создается 
большим количеством соавторов. Чувствуется 
значительная редакторская работа. В едином, 
сдержанном и информативном ключе выпол-
нены все без малого 80 весьма наглядных 
двуцветных иллюстраций и цветная вкладка, 
облегчающее усвоение текста.

Конечно, в деле такого масштаба, как 
успешно осуществленный авторами проект, 
не может обойтись совершенно без недоче-
тов. К ним рецензент относит отсутствие 
хотя бы кратких литературных указателей с 
основным рекомендуемым дополнительным 
чтением – как это принято во многих автори-
тетных учебниках и руководствах. Не избежа-
ли некоторого архаизма и отдельные главы, 
так приведены лишь классические, отчасти 
– уже устаревшие сведения о причинах и ме-
ханизмах аутоаллергических заболеваний. Не 
счел бы, вероятно, А.А. Богомолец удачным и 
определение эмболии как закупорки сосудов 
– ибо он всегда подчеркивал более богатую 
суть этого процесса.

Появление столь ценной книги – большая 
удача авторов, поскольку учебник, несомнен-
но, будет высоко востребован. В СПбГУ, в 
частности, он уже включен в рекомендуемую 
студентам дополнительную литературу.

Л.П. Чурилов 
зав. кафедрой патологии СПбГУ,
зарубежный член правления научного 
общества патофизиологов Украины
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