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Фокальна ішемія-реперфузія головного мозку  
викликає зниження стійкості до кислотного гемолізу 
еритроцитів венозної крові,  
яке запобігається дією екдистерону 
A.B. Коцюруба, Р.Р. Шаріпов, Б.С.Коп’як, В.Ф. Сагач  
Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця НАН України, Київ; e-mail: toliko49@ukr.net

Дослідили стійкість до кислотного гемолізу еритроцитів відтікаючої від головного мозку крові  в 
динаміці фокальної ішемії (на 15, 30, 45 і 60-й хвилині) та в ранній (5хв) і віддадений (24год) період 
реперфузії у дорослих щурів, які з профілактичною метою протягом 18 діб отримували per os по 1 
мг/кг екдистерону у вигляді стандартизованого екстракту рослини Serratula coronata. Проведений 
аналіз кінетичних кривих кислотного гемолізу показав значне (майже у 60 разів, від 1,45 до 85,85 % 
на 60-й хвилині ішемії і 5-й хвилині реперфузії відповідно) зростання частки еритроцитів з низькою 
стійкістю до кислотного гемолізу у контрольних щурів, які  не отримували екдистерон. В еритро-
цитах тварин, протектованих екдистероном, таких значних змін не відбувалося, що свідчить про 
значне підвищення стійкості еритроцитів до кислотного гемолізу за його профілактичного введен-
ня. Суттєве зниження підвищених, особливо в ранній період реперфузії, пулів дієнових кон’югатів 
і лейкотрієну С4 вказує на можливий антирадикальний механізм протекторної дії екдистерону. 
Ключові слова: фокальна ішемія-реперфузія головного мозку; еритроцити венозної крові головного 
мозку; кислотний гемоліз; щури; екдистерон.

ВСТУП

Нещодавно [1,2] ми показали, що за цере-
брокардіального синдрому, викликаного 
експериментальною фокальною ішемією-ре-
перфузією головного мозку, значна частина 
(40 %) тварин гинули внаслідок розвитку в 
мітохондріях серця як оксидативного, так і 
нітрозативного стресу. Причиною оксида-
тивного стресу є значне підвищення генера-
ції супероксиду, а нітрозативного – поява в 
клітинах надлишкового оксиду азоту (NO) 
внаслідок активації його індуцибельного 
de novo і реутилізаційного синтезу або, 
додатково, ше й за рахунок декомпозиції ні-
трозотіолів. За наявності підвищених рівнів 
генерації супероксиду або NO утворюється 
токсичний пероксинітрит, потужний окисник 
і відкривач мітохондріальної пори (МП) пере-

мінної проникності, а, тим самим, і ініціатор 
апоптозу. В мітохондріях серця дорослих 
шурів показано інгібування екдистероном  
оксидативного [1] і нітрозативного [2] стресу 
за фокальної ішемії-реперфузії  головного 
мозку i за експериментального цукрового 
діабету 1-го типу [3,4], а також пригнічення 
кальцій- і радикаліндукованого відкривання 
пори у мітохондріях серця старих щурів [5].

Метою цієї роботи було дослідження 
стійкості до кислотного гемолізу еритроцитів 
венозної крові головного мозку за його фо-
кальної ішемії-реперфузії і можливу протек-
цію цього процесу екдистероном. 

МЕТОДИКА

Експерименти проводили на трьох групах 
щурів (по 10 у кожній) лінії Вістар масою 
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280-320 г, згідно з вимогами Європейської 
конвенції із захисту хребетних тварин (Стра-
сбург,1986). Першу групу складали інтактні 
тварини, у яких визначали лише вихідні 
показники кислотного гемолізу (0-ва точка 
до початку ішемії). До другої контрольної 
групи входили тварини, яким  моделювали 
фокальну ішемію-реперфузію головного моз-
ку оклюзією середньої мозкової артерії [1].До 
третьої групи входили щури, які отримували 
екдистерон протягом 18 діб по 1мг/кг за добу 
з питною водою у вигляді стандартизованого 
екстракту рослини Serratula coronata (препа-
рат «Біоспон» виробництва Інституту біохімії 
ім. О.В.Палладіна НАН України), після чого 
їм моделювали фокальну ішемію-реперфузію 
головного мозку У тварин другої і третьої 
груп із яремної вени в динаміці ішемії (через 
15, 30, 45 і 60 хв), а також через 5 хв і 24 год 
реперфузії відбирали по 0,1 мл відтікаючої 
від головного мозку крові для визначення 
пулів дієнових кон’югатів (ДК) і лейкотрі-
єну С4 (LTC4) [1] та проведення кислотного 
гемолізу[6,7]. Кислотний гемоліз еритроцитів 
здійснювали за методом Терскова і Гіттель-
зона, який нами недавно детально описаний 
[7]. Вміст загального білка у крові визначали 
за методом Лоурі [8]. Отримані результати 

обробляли методами варіаційної статистики 
з використанням програм Excell (MS Office 
XP), SDUDENT (MS Excell) та Origin 6.0 
(«Microcall Inc.», США). 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Отримані результати (рис.1,2) свідчать про 
зростання стійкості до кислотного гемолізу 
(зменшення проникності для протонів плаз-
матичної мембрани еритроцитів) відтіка-
ючої від головного мозку венозної крові в 
період ішемії і, навпаки, істотне її зниження 
(збільшення проникності для протонів) у 
ранній період реперфузії головного мозку. 
Екдистерон інгібував надмірну стійкість до 
кислотного гемолізу в період ішемії і, на-
впаки, значно збільшував її в ранній період 
реперфузії. Слід відмітити, що на 60-й хви-
лині ішемії у еритроцитів венозної крові із 
головного мозку контрольної групи тварин 
другої групи в 4,6 раза зростала тривалість 
кислотного гемолізу (див. рис.1,а) і на  
70 % – інтегральний індекс (див. рис.1,б), 
який кількісно оцінює стійкість до гемолізу 
всієї популяції еритроцитів крові [7]. У ери-
троцитів тварин третьої групи, які отримува-
ли екдистерон, тривалість кислотного гемолі-

Рис.1. Зміни тривалості кислотного гемолізу (а) і інтегрального індексу стійкості еритроцитів (б) венозної крові із го-
ловного мозку за його  фокальної ішемії-реперфузії у контролі (1) і за протекторної  дії екдистерону (2).
* Р<0,05 різниця вірогідна відносно значення до ішемії (0 хв); ** Р<0,05 різниця вірогідна відносно значення у конт-
рольних щурів
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зу зростала лише у 2,5 раза (див. рис.1,а), а 
індекс стійкості в період ішемії не змінювався 
(див. рис.1,б). На 5-й хвилині реперфузії ці 
показники в контрольній групі тварин знижу-
вались у 4-5 разів, тоді як у протектованих 
екдистероном вони були вірогідно вищими 
від контрольних значень. Уже через 24 год 
реперфузії тривалість кислотного гемолізу 
еритроцитів в обох групах тварин зрівнялася 
і була в декілька разів вищою від вихідних 
(до ішемії) значень. 

На рис.2 показано зміни частки нестій-
ких (гемолізуються  менш ніж за 2,5 хв) і 
стійких (гемолізуються більш ніж за 7,5 хв) 
до кислотного гемолізу еритроцитів у загаль-
ній  їх кількості в динаміці (0-60 хв) ішемії 
і реперфузії (5 хв і 24 год) контрольних і 
протектованих екдистероном щурів. У контр-
ольних тварин відсоток нестійких до гемолізу 
еритроцитів венозної крові вірогідно не змі-
нювався у ішемічний період, тоді як в період 
реперфузії він зростав. Особливо значним 
було підвищення на 5-й хвилині реперфузії 
(майже у 60 разів, від 1,4 % на 60-й хвилині 
ішемії до 85,8 %).  У тварин, що отримували 
екдистерон, частка нестійких до гемолізу 
еритроцитів була нижчою від контрольних 

значень на всьому дослідженому інтервалі 
ішемії-реперфузії і зростала на 5-й хв ре-
перфузії лише у 8 разів (від 0,3 % на кінець 
ішемії до 2,3 %, див. рис. 2,б). У проміжку від 
30-ї до 60-ї хвилини ішемії  частка стійких до 
кислотного гемолізу еритроцитів зростала як 
у контрольних, так і у протектованих екди-
стероном щурів. Цей показник у протектова-
них тварин був нижчим контрольного рівня 
на всіх досліджених інтервалах ішемічного 
періоду. Так, на 60-й хвилині частка стійких 
до гемолізу еритроцитів у контрольних тва-
рин становила 87,6 %, що у 6 разів більше 
від вихідного значення, тоді як у дослідних 
щурів, що профілактично отримували екди-
стерон, вона була всього 23,1 %, що  майже 
у 4 рази менше від контрольного значення. 
Крім того, якщо на 5-й хвилині реперфузії у 
еритроцитах контрольних тварин спостеріга-
лося значне (від 87,6 до 0 %) зниження частки 
стійких до кислотного гемолізу клітин, то 
за дії екдистерону вона знижувалась значно 
меншою мірою («всього» у 4 рази, від 23,1 
до 5,5 %).

Таким чином, представлені на рис.1 і 2 
результати показують, що за ішемії-репер-
фузії головного мозку у еритроцитах відтіка-

Рис. 2. Зміни частки стійких (а) і нестійких (б) до кислотного гемолізу еритроцитів венозної крові із головного мозку 
щурів за його фокальної ішемії-реперфузії у контролі (1) і за протекторної  дії екдистерону (2).
* Р<0,05 різниця вірогідна відносно значення у інтактних тварин (0 хв); ** Р<0,05 різниця вірогідна відносно значення 
у контрольних щурів
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ючої від нього венозної крові відбуваються 
реципрокні зміни проникності плазматичної 
мембрани для протонів – значне прогресуюче 
зниження в період ішемії і, навпаки, істотне 
зростання в ранній період реперфузії. Фарма-
кологічне прекондиціювання протягом 18 діб 
за допомогою екдистерону, що є  природним 
аналогом  кальцій- і апоптозрегулюючого 
гормону кальцітриолу, запобігає кислотному 
гемолізу еритроцитів за експериментальної 
фокальної ішемії-реперфузії головного мозку.

Раніше ми показали, що екдистерон, зав-
дяки інгібуванню оксидативного і, особливо, 
нітрозативного стресу [1–4], як і Са2+, та 
радикалзалежного відкривання МП, уне-
можливлював ініціювання програми некрозу 
кардіоміоцитів у старих щурів [5]. Стійкість 
еритроцитів до кислотного гемолізу (однією 
із форм некротичної смерті цих клітин) 
залежить від проникності їх плазматичної 
мембрани для протонів, що визначається 
спряженим (coupling) чи неспряженим (un-
coupling) станом Са2+-АТФази плазматичної 
мембрани цих клітин, яка здійснює обмін 
одного Н+ („входить” в еритроцит) на Са2+  

(„виходить” із еритроцита) [9–15]. Можна 
припустити, що в умовах зростання вмісту 
дезоксигемоглобіну в еритроцитах відтікаю-
чої від головного мозку венозної крові за його 
ішемії посилюється реутилізаційний синтез 
NO відновленням нітрит-аніона [16,17], 
що і зумовлює підвищення їх стійкості до 
кислотного гемолізу внаслідок неспряження 
Са2+-АТФази і інгібуватися „входу” Н+ в ери-
троцити (див. рис.1).

Наразі ми показали значне зростання 
проникності плазматичної мембрани ери-
троцитів для Н+ в ранній період реперфузії 
головного мозку і інгібування цього процесу 
екдистероном (див. рис.1,2). У ранній період 
реперфузії, коли потужний реутилізаційний 
синтез NO відновленням нітрит-аніона дезок-
сигемоглобіном різко знижується внаслідок 
превалювання окси-форми гемоглобіну, Са2+-
АТФаза може переходити у спряжену форму 
внаслідок чого зростає вхід Н+ в еритроцити 

і скорочується тривалість їх кислотного ге-
молізу, на що вказує як зниження інтеграль-
ного індексу стійкості (див. рис.1,б) і, особли-
во, частки нестійких до кислотного гемолізу 
еритроцитів венозної крові, які гемолізують-
ся менше ніж за 2,5 хв (див. рис.2,б). Антиге-
молітична дія екдистерону в цих умовах може 
зумовлюватися як впливом на синтез NO в 
еритроцитах, на що вказують наші попередні 
праці [3–5], так і інших чинників, що регулю-
ють кальцій-протонний обмін в еритроцитах. 
Механізмом такої регуляції може бути окисна 
модифікація ліпідного оточення Са2+-АТ-
Фази в плазматичній мембрані внаслідок 
інтенсифікації вільнорадикального процесу 
перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ). Із 
рис. 3 видно, що вміст ДК, які є маркером  
інтенсивності ПОЛ, у венозній крові зростає 
з різною інтенсивністю як в ішемічний, так 
і в реперфузійний, особливо його ранній 
період, і значно пригнічується дією екдисте-
рону. Також не виключена регуляторна роль 
у процесі транспорту Н+ в еритроцити LTС4, 
який в них не лише інтенсивно синтезується, 
але і має специфічний рецептор CysLT1 на 
плазматичній мембрані [18]. Ми показали 
(див. рис.4) значне зростання у крові яремної 
вени вмісту LTC4 як протягом усього ішеміч-
ного періоду, так і в ранній та віддалений 

Рис.3. Зміни вмісту дієнових кон’югатів у венозній крові 
із головного мозку за його фокальної ішемії-реперфузії у 
контролі (1) і за протекторної  дії екдистерону (2).
* Р<0,05 різниця вірогідна відносно значення у інтактних 
тварин (0 хв); ** Р<0,05 різниця вірогідна відносно зна-
чення у контрольних щурів
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реперфузійний період. Екдистерон інгібував 
його підвищення у венозній крові головного 
мозку за його ішемії-реперфузії, тим самим 
зберігаючи необхідний для синтезу LTC4 
глутатіон. Останній має велике значення для 
захисту органів від пошкодження за ішемії-
реперфузії [19], в т.ч., регулюючи спряження 
конститутивних NO-синтаз.

Отже, проведені дослідження показали 
значне підвищення проникності для про-
тонів плазматичної мембрани еритроцитів із 
яремної вени в ранній період (5хв) реперфузії 
головного мозку після 60 хв ішемії, та значне 
інгібування цього процесу екдистероном. 
Така протекторна щодо еритроцитів дія екди-
стерону мала за наслідок, як показано нами 
раніше [1,2], 100% виживання тварин після  
24 год реперфузії головного мозку (в непро-
тектованому контролі вижило лише 60% тва-
рин), а також значні позитивні зміни віднос-
ного вмісту еритроцитів із різною стійкістю 
до кислотного гемолізу. Протекторна дія ек-
дистерону може зумовлюватися інгібуванням 
Са2+-АТФази, яка знаходиться під контролем  
протеїнкінази С [10]. Таким чином, активні 
форми кисню і азоту, котрі можуть регулю-
вати як стан окиснення тіолових груп, так і 
ліпідного оточення в плазматичній мембрані 
Са2+-АТФази та протеїнкінази С [14], повинні 

займати важливе місце в ієрархії регуляторів 
кислотної резистентності еритроцитів. 

Загальний вміст кальцію в еритроци-
тах варіює між 5 і 15нмоль/мл клітин і 
цей низький рівень частково зумовлений 
відсутністю в цих клітинах Са2+-вмісних 
органел – мітохондрій, ендоплазматичного 
ретикулума i ядра [20]. Основна частина 
цитозольного Са2+  знаходиться у зв’язаному 
стані, а низький вміст іонізованого Са2+ 
(близько 0,2 мкмоль/л) можуть зростати у 
3-7 разів за фізіологічних умов внаслідок 
підвищення зазвичай низької проникності 
плазматичної мембрани і  активності Са2+-
помпи - (Са2+, Mg2+)-стимульованої ATФази 
[20]. За патофізіологічних умов саме значне 
підвищення концентрації вільного іонізова-
ного Са2+ в цитозолі клітин, в т.ч. і  еритро-
цитів, служить тригером багатьох процесів, 
що пошкоджують клітини і навіть можуть 
викликати  їх загибель. Відносно еритроцитів 
остання буває некротичною (за допомогою 
різного роду гемолізів) або апоптичною (за 
допомогою ериптозу). У всіх клітинах, в т.ч. 
і в еритроцитах, і апоптична, і некротична 
програми загибелі ініціюється підвище-
ними концентраціями Са2+ в цитозолі. Це 
підтверджує виключну роль в їх реалізації 
вищевказаного механізму проникнення Н+ в 
цитозоль еритроцитів через Са2+- Н+ обмін, 
який здійснюється Са2+-АТФазою у спряже-
ному стані. Подібний механізм діє також в 
гладеньких м’язах судин [21]. Унікальність 
еритроцитів полягає в тому, що для них саме 
Са2+ - Н+ обмін, за відсутності клітинних 
депо кальцію, є чи не єдиним запобіжним від 
апоптозу/некрозу способом. На наш погляд, 
за фокальної ішемії-реперфузії головного 
мозку  спостерігається  така послідовність 
процесів у еритроцитах його венозної кро-
ві: певне підвищення концентрації Са2+ в 
цитозолі еритроцитів для запобігання (як 
адаптивний процес) її подальшого підви-
щення  «включає» Са2+- Н+ обмін за якого 
Са2+ «викидається» в плазму, що підвищує 
в ній їх концентацію, але недостатню для 

Рис. 4. Зміни вмісту пептидолейкотриєну C4 у венозній 
крові із  головного мозку за його фокальної ішемії-репер-
фузії у контролі (1) і за протекторної  дії екдистерону (2).
* Р<0,05 різниця вірогідна відносно значення у інтактних 
тварин (0 хв); ** Р<0,05 різниця  вірогідна відносно зна-
чення у контрольних щурів
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інгібування подальшого його «виходу» із 
еритроцитів. Внаслідок цього із плазми про-
тони, концентрація яких, що давно відомо, 
за ішемії підвищується «заходять» в еритро-
цити. Тепер уже, щоб зменшити внутрішнь-
оклітинну концентацію протонів (запобігти 
зниженню рН в еритроцитах), активуються 
процеси їх «евакуації» в плазму. Існує давно 
відомий процес видалення Н+ через аніонний 
канал у вигляді іонів бікарбонату (НСО3

-), 
а також, як було встановлено зовсім недав-
но, і іонів гідросульфіду (НS-) [22]. Обидва 
аніони інтенсивно і постійно синтезуються 
в еритроцитах, останній ферментом 3-мер-
каптопіруватсульфотрансферазою (3-MPST), 
наявним також і в мітохондріях  клітин різних 
органів  серцево-судинної системи. Згідно з 
нашою гіпотезою, саме адаптивне  запобіган-
ня реалізації менш шкідливої для організму  
апоптичної  загибелі еритроцитів призводить 
до реалізації більш  шкідливої для всіх клітин 
організму, але лише частково для еритро-
цитів, некротичної їх загибелі за гемолізу. Річ 
у тому, що руйнування плазматичної мембра-
ни еритроцитів за гемолізу, в т.ч. кислотного, 
призводить не лище до виділення в плазму 
токсичних сполук (у першу чергу, вільного 
гемоглобіну, що є скавенжером оксиду азо-
ту), але і до виділення аденозинтрифосфату 
і газових трансмітерів оксиду вуглецю (СО)  
[23] і сірководню [24]. Як давно відомо, СО 
виділяється внаслідок розщеплення гему 
стресовим ферментом гемоксидазою. При ць-
ому утворюється також потужний антиокси-
дант білірубін, протекторна роль якого явно 
недооцінена [25]. Отже, помірний  кислотний 
гемоліз еритроцитів може бути процесом, що 
забезпечує організм біорегуляторами.

Важливу роль визначення саме кислотно-
го гемолізу еритроцитів набуває через  мож-
ливість опосередкованої швидкої (скрінінго-
вої) оцінки  дії різних лікарських засобів, в 
т.ч. антигіпертензивних,  на зміни цитозоль-
ного кальцію, спряжений/неспряжений стан 
Са2+-АТФази і активність кальцій-протон ного 
об міну та протеїнкінази С в еритроцитах, а 

відтак і в інших клітинах, позаяк еритроцити 
давно визнані  універсальним маркером про-
никності плазматичних мембран для різних 
іонів.

ВИСНОВКИ

1. В період фокальної ішемії головного мозку 
стійкість до кислотного гемолізу еритроцитів 
його венозної крові у контрольних щурів 
зростає, тоді як в ранній період реперфузії 
(5 хв), навпаки, надмірно (майже в 60 разів) 
знижується порівняно з такою на 60-й хви-
лині ішемії. 

2. У протектованих екдистероном  тварин 
стійкість еритроцитів венозної крові із го-
ловного мозку до кислотного гемолізу на 5-й 
хвилині  його реперфузії  порівняно із рівнем 
на 60-й хвилині ішемії знижувалася значно 
меншою мірою (лише у 8 разів). 

3. Протягом всього періоду ішемії-ре-
перфузії головного мозку у його венозній 
крові контрольних тварин пули як дієнових 
кон’югатів, так і  пептидолейкотрієна C4. 
були  значно вищими, ніж у протектованих 
екдистероном щурів, що передбачає можли-
вий антирадикальний механізм захисної дії 
екдистерону.

A.B. Коцюруба, Р.Р. Шарипов, Б.С. Копьяк,  
В.Ф. Сагач

ФОКАЛЬНАЯ ИШЕМИЯ-РЕПЕРФУЗИЯ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА ВЫЗЫВАЕТ  
СНИЖЕНИЕ СТОЙКОСТИ К КИСЛОТНОМУ 
ГЕМОЛИЗУ ЭРИТРОЦИТОВ  ЕГО  
ВЕНОЗНОЙ КРОВИ, КОТОРОЕ  
ПРЕДОТВРАЩАЕТСЯ ДЕЙСТВИЕМ  
ЭКДИСТЕРОНА 

Определили стойкость к кислотному гемолизу эритроци-
тов венозной крови из головного мозга в динамике ише-
мического периода (на 15, 30, 45 и 60-й минуте), а также  
в ранний (5 мин) и отдалённый (24 ч) период реперфузии 
у взрослых крыс, которые с профилактической целью в 
течение 18 сут получали per os по 1 мг/кг экдистерона в 
виде стандартизированного экстракта Serratula coronata. 
Проведенный анализ кинетических кривых кислотного 
гемолиза показал значительное (почти в 60 раз, от 1,45 до 
85,85 %, на 60-й минуте ишемии и 5-й минуте реперфузии 

Фокальна ішемія-реперфузія головного мозку викликає зниження стійкості до кислотного гемолізу еритроцитів венозної крові
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соответственно) увеличение доли нестойких к кислотному 
гемолизу эритроцитов.  Прекондиционирование экдисте-
роном значительно увеличивало стойкость к кислотному 
гемолизу  эритроцитов венозной крови из головного мозга 
В ранний период реперфузии доля лабильных клеток у 
этих животных возрастала лишь в 8 раз  (от 0,29 до 2,29 
%, на 60-й мин ишемии и 5-й минуте реперфузии соответ-
ственно). На протяжении всего периода ишемии, с мак-
симумом на 15-й минуте, в венозной крови из головного 
мозга в 4 раза увеличивались пулы диеновых конъюгатов 
(от 2,40 до 9,48 нг/мг белка) и пептидолейкотриена С4  (от 
1,49 до 5,98 пмоль/мг белка). Ещё больше пулы диеновых 
конъюгатов  и лейкотриена C4 возрастали на 5-й минуте 
реперфузии. При этом, как в период ишемии, так и в ран-
ний период реперфузии у протектированных экдистеро ном 
жи вотных таких значительных изменений не наблю дали. 
Пос леднее предполагает возможный антирадикальный 
механизм антигемолитического действия экдистерона в 
ранний период реперфузии. 
Ключевые слова: фокальная ишемия-реперфузия головно-
го мозга; эритроциты венозной крови из головного мозга; 
кислотный гемолиз; крысы; экдистерон.

A.V. Kotsuruba, RR Sharipov, B.S.Kopyak,  
V.F. Sagach

BRAIN FOCAL ISCHEMIA-REPERFUSION 
CAUSES A DECREASED RESISTANCE 
OF ЕRYTHROCYTES FROM VENOUS 
BLOOD TO ACID HEMOLYSIS, WHICH IS 
PREVENTED BY ECDYSTERONE

We investigated the resistance of erythrocytes from rat brain 
venous blood to acid hemolysis in the dynamics of brain 
ischemic period (15, 30, 45 and 60 min), as well as in the 
early (5 min) and distant (24h) period of brain reperfusion. 
Brain ischemia-reperfusion was made in rats that received 
ecdysterone (standartized extract of Serratula coronata) within 
18 days (per os, 1 mg/kg). Analysis of the kinetic curves of 
acid hemolysis showed a pronounced  (60 times, from 1.45 
to 85.85 % at 60 min of brain ischemia and at 5 min  of brain 
reperfusion, respectively) increase of unstable erythrocytes that 
hemolyzed easily (<2.5 min). In the preconditioned rats, this 
increase was only 8- fold. During the period of brain ischemia, 
with a maximum at 15th minute, in the venous blood from 
brain the diene conjugates (DK) pools increased from 2.40 
to 9.48 ng/mg protein and LTC4 pools increased from 1.49 to 
5.98 pmol/mg protein. Even more pools of DC and LTC4 were 
increased at 5th min of brain reperfusion. In animals received 
ecdysterone, during ischemia and early reperfusion period, 
both pools of DC and LTC4 in venous blood were lower than 
that in the controls. The latter implies a possible antiradical 
mechanism of the protective effect of ecdysterone. 
Key words: erythrocytes; brain focal ischemia-reperfusion; 
venous blood from brain; acid hemolysis; rats; ecdysterone. 

O.O.Bogomoletz Institute of Physiology of the National 
Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv.
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Proteasomal activity in brain tissue following ischemic 
stroke in Wistar rats
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Functional as well as structural reorganization of brain tissues takes place in the surrounding and re-
motes brain areas after focal ischemic lesions. In particular, reactive or regenerative processes have been 
described to occur in the infarction areas and the contralateral hemisphere. Experiments were performed 
on 63 rats, divided into 3 groups (each consisted of 21 animals): sham operated, short-term occlusion of 
the right middle cerebral artery (MCAO) group, and long-term MCAO group. We have studied changes in 
proteasome proteolysis during transient occlusion of the middle cerebral artery using method of Koizumi 
J., duration 2 and 60 min and made   the comparison between changes in different types of proteasome 
activity and severity of ischemic injury and showed three types of decrease in proteolytic activity (trypsin-, 
chymotrypsin-like, peptidylglutamyl peptide-hydrolyzing) in the brain tissues. Chymotrypsin-like activity of 
ischemic areas of the brain for short-term MCAO decreased 4.1 times compared with controls (P>0.05), for 
long-term MCAO decreased 5.8 times compared with controls (P<0.05). Trypsin-like activity of ischemic 
areas of brain for short-term MCAO decreased 7.1 times compared with controls (P>0.05), for long-term 
MCAO decreased 12.5 times compared with controls (P<0.05). PGPH activity of ischemic areas for short-
term MCAO decreased 8 times compared with controls (P>0.05), for long-term MCAO decreased 2.8 times 
compared with controls (P<0.05). The similar dynamics was observed also in the penumbra and the core 
zone of the brain at 6 h of reperfusion, in the long run there is no significant difference between the core 
and contralateral zones. Our results suggest that proteasome activity may play also a role in contralateral 
cortical plasticity occurring after focal cerebral ischemia. 
Key words: ischemic stroke; focal cerebral ischemia; proteasome.

INTRODUCTION

Ischemic stroke, occurring as a result of occlu-
sion of major cerebral arteries, is a devastating 
disease, representing a leading cause of death 
and disability worldwide [1]. Brain ischemia, 
due to loss of cerebral blood flow, induces a 
complex interaction of several pathological 
perpetrators that eventually lead to cell death 
[2]. Despite recent advances, there are major 
gaps in our understanding of the pathogenesis 
of cerebral ischemic injury, and therapeutic 
options for stroke patients remain limited [3]. It 
is so necessary to study molecular mechanisms 
of this pathology, one of them is ubiquitin-
proteasome system which represents the main 

cellular pathway for protein degradation [4], 
contributing to important cellular processes, 
including transcriptional regulation, cognition, 
memory and other [5].

The accumulation of ubiquitin-containing 
protein aggregates following ischemia is a rela-
tively unexplored research area that may provide 
new mechanistic insights into ischemic brain 
damage [6]. However, the factors leading to 
deposition of these aggregates and their conse-
quences for stroke outcome are largely unknown 
and, as such, require additional elucidation.

Although the proteasome is responsible for 
the majority of intracellular protein degradation, 
and has been demonstrated to play a pivotal role 
in a diverse array of cellular activities, the role 
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of the proteasome in the central nervous system 
is only beginning to be elucidated [7]. The eu-
karyotic proteasome is a large multicatalytic, 
multisubunit protease complex possessing at 
least three distinct activities, which are associ-
ated with three different of subunits, respec-
tively: chymotrypsin-like activity (with the 
B5 subunit), trypsin-like activity (with the B2 
subunit), and peptidylglutamyl  peptide-hydroly-
zing (PGPH) activity (with the B1 subunit) [8].

Recent studies have demonstrated that pro-
teasome inhibition occurs in numerous neuro-
degenerative conditions, and that proteasome 
inhibition is sufficient to induce neuron death, 
elevate intracellular levels of protein oxidation, 
and increase neural vulnerability to subsequent 
injury [9]. In other hand, proteasome inhibitors 
are very effective for prevantion of ischemic 
injury [10].

The aim of this investigation is to determine 
three types of proteasome activities in zone brain 
(core, penumbra, contralateral area) under short-
term and long-term carotid artery occlusion, 
compare infarction volume with behavioral tests 
in modelling of focal ischemic stroke.

METHODS

Adult male Wistar rats, weighing 280–320 g, 
were housed in standard cages with free access 
to food and water on a 12 h light/dark cycle. 
All procedures performed on animals were car-
ried out in accordance with the Guide for the 
Care and Use of Laboratory Animals (National 
Research Council, 1996, USA) and were ap-
proved by the Animal Use and Care Committee 
of Bogomoletz Institute of Physiology National 
Academy of Science of Ukraine.

Sixty three rats were randomly allocated 
to one of three groups: sham group, short-term 
(MCAO) group, and long-term MCAO group. 
The rats in the sham group (n=21) underwent 
right common carotid artery and external carotid 
exposure without MCAO, were anesthetized 
with calipsol (75 mg/kg) and xylazine (10 mg/
kg). In the short-term MCAO group (n=21), un-

der the same anesthetic conditions and surgical 
procedures as sham group, the MCA was oc-
cluded for 2 min. In long-term MCAO group (n= 
21), under the same anesthetic conditions and 
surgical procedures as sham group and short-
term MCAO group, the MCA was occluded for 
60 min. In all three groups reperfusion time was 
6, 24 and 72 h (n=7). Animals were tested at 6 
h, 24 h and 72 h to evaluate neurologic function 
[11]. At 6 h, 24 h and 72 h after reperfusion, a 
subset of the rats was sacrificed, and the brains 
were quickly harvested for the measurement of 
infarction ratio and proteasome activity.

Rectal temperature was monitored and kept 
at 37 ± 0.5°C with a heating pad, and let tem-
poralis muscle temperature was kept at 37.5 
± 0.2°C with a heating lamp. Focal cerebral 
ischemia was induced in rats by permanent oc-
clusion of the right middle cerebral artery, using 
the suture method previously described, with 
modifications [11]. Briefly, the right common 
carotid artery was exposed, and the external 
carotid artery was isolated and coagulated. A 
4-0 silicone-coated nylon suture (Doccol Co., 
Albuquerque, NM, USA) was inserted into 
the internal carotid artery through the external 
carotid artery stump and gently advanced to oc-
clude the MCA. After completion of the proxi-
mal MCAO, the suture was gently withdrawn to 
permit reperfusion. The external carotid stump 
was ligated and the wound closed, and the rats 
were maintained under temperature control until 
they were returned to animal cages 1 h later. 

Infarction Volume Measurements
The animals were sacrificed at 6, 24 or 72 h 
after MCAO, after which the brains were rap-
idly removed and sectioned coronal at 2-mm 
intervals. Sections were taken from the region 
beginning 1mm from the frontal pole and end-
ing just rostral to the corticocerebellar junction 
and stained with 2% 2,3,5-triphenyltetrazolim 
hydrochloride (TTC) (“Sigma”, St. Louis, MO, 
USA), for 15 min at 37 °C. The infracted tis-
sue remained white, whereas normal tissue 
was stained red. The lesion volume (mm3) was 
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determined by multiplying the appropriate area 
by the section interval thickness. To reduce 
errors associated with processing of tissue for 
histological analysis, the ischemic volume is 
presented as the percentage of infarct volume 
of the contralateral hemisphere (indirect volume 
calculation). Infarct areas of all sections were 
added to derive the total infarct area, which was 
multiplied by the thickness of the brain sections 
to determine the infarct volume. To compensate 
for the effect of brain edema, the corrected per-
centage of infarction was calculated as follows: 
percentage of infarction = [measured infarct 
area - (ipsilateral hemisphere area – contralateral 
hemisphere area)]/[(ipsilateral hemisphere area 
+ contralateral hemisphere area) - (ipsilateral 
hemisphere area – contralateral hemisphere 
area)] [12].

MCAO in rats typically causes varying de-
grees of both somatosensory and motor impair-
ment. Thus, it is important that evaluation of 
neurological function following experimental 
stroke consist of a battery of tests that evaluate 
the degree of sensory and motor impairment in 
an accurate, reproducible manner. A multitude 
of tests have been developed to evaluate these 
functions. A test such as the Open field has been 
proposed as test of motor function, while the 
Adhesive Removal (sticky-tape) test is often 
utilized as a test of somatosensory function. 
These tests were performed after 6, 24, 72 h of 
reperfusion at modeling ischemic brain damage.

Proteasomal activity
Brain samples (10% wt/vol) were homogenized 
either in tris-HCl. The total brain homogenate 
was centrifuged at 5,000 g for five min, and the 
supernatants (cytosolic fractions) were used for 
the determination of protease alkaline and pepti-
dase activities. The fluorogenic peptide substrate 
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amydo-4-methylcou-
marin (S6510; “Sigma-Aldrich”) was used to 
measure the chymotrypsin-like activity of the 
proteasome, Boc-Leu-Ser-Thr-Arg-7-amydo-
4-methylcoumarin (B4636; “Sigma-Aldrich”) 
was used for the trypsin-like activity and CBZ-

Leu-Leu-Glu-7-amydo-4-methylcoumarin 
(C0483; “Sigma-Aldrich”) for the PGPH ac-
tivity [13, 14]. After a 30-min (for trypsin-like 
activity) or 1h (for other activities) incubation 
with one of these fluorogenic peptides (at a 
concentration of 6 μM), fluorescence of the 
reaction products was monitored at 380 nm exci-
tation and 440 nm emission using free 7-amino-
4-methylcoumarin as a standard on a Hitachi 
4000 spectrofluorometer. The reactions were 
carried out in the absence or presence of selec-
tive proteasome inhibitors – clasto-lactacystin 
β-lactone (2.5 μM) – to differentiate between 
nonproteasome- and proteasome-mediated pep-
tide hydrolysis. The percentage of inhibition of 
respective substrate hydrolysis after treatment 
with a specific inhibitor was evaluated as the 
proteasome activity and was expressed as nano-
moles per liter 7-amino-4-methylcoumarin per 
106 cells per 1 min.

Statistical analysis
All values are presented as an arithmetic mean ± 
standard error. Data in all groups was tested for 
normality of distribution using the one-sample 
Kolmogorov-Smirnov test, and the analysis of 
variance was performed using one-way ANOVA. 
Results were considered statistically significant 
at the P < 0.05 level. The software used was MS 
Excel 2007 and SPSS Statistics 17.0.

RESULTS

Infarction volume was then calculated by 
summing the infarction areas over all sections 
and multiplying by the slice thickness (table). 
Whereas no histological damage was noted in 
shamoperated rats, focal ischemia led to a brain 
lesion affecting the temporoparietal cortex, 
including mainly the primary somatosensory 
cortex. Brain damage also affected, but to a 
minor extent, a small part of the S1 forelimb 
cortex, a lateral portion of the primary motor 
cortex, the secondary somatosensory cortex, the 
agranular insular cortex, and the ectorhinal and 
auditory cortex. Furthermore, in some animals, 
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an expansion of the lesion can be observed in 
white matter, as well as shrinkage of a small por-
tion of the lateral striatum. The lesion volumes 
were 5.11±1.25 mm3, 5.52±1.47, 10.01±2.34 
in short-term MCAO group after 6, 24, 72 h 
respectively (histological measurements) and 
9.18±1.43, 11.47±5.41, 21.27±2.07 in long-term 
MCAO group after 6, 24, 72 h respectively (table 
1, P<0.05). According to the literature, on the 
3rd day after MCAO the area of ischemic dam-
age has clearly delineated, with perifocal edema 
zone is less expressed than on the 1st - 2nd day.

After the staining TTC there was revealed 
a significant prevalence of infarction volume 
areas in the long-term MCAO group with time 
of reperfusion 72 h - (21.27±2.07 mm³) of the 
corresponding values in the other group of 
animals at the same time of reperfusion (short-
term MCAO - 10.01±2.34 mm³, P<0.05) (Fig. 
1). Dimensions zone lesions in the long-term 
MCAO group with time of reperfusion 24 h - 
(11.47±5.41mm³) of the corresponding values   
in the other group of animals at the same time 
of reperfusion (short-term MCAO - 5.52±1.47 
mm³, P<0.05 ). Dimensions zone lesions in the 
long-term MCAO and the short-term MCAO 
were also statistically significant (9.18±1.43 
mm³ and   5.11±1.25, respectively, P<0.05).

We measured three types of proteolytic ac-
tivity of the proteasome (trypsin-, chymotrypsin-
like and peptidylglutamyl peptide-hydrolyzing-
like) in the brain tissues. Various activities of 
the proteasome activity vary in different direc-
tions. After 6 h of reperfusion in the core zone 

all kinds of proteasomal activity are activated 
comparable with the amplitude of short-term 
MCAO, in cases not only short-term MCAO but 
also with long-term MCAO, while in cases of 
large spread short-term MCAO. This activation 
was not statistically reliable, but for long-term 
MCAO - statistically significant (Fig. 2). Chy-
motrypsin-like activity of ischemic areas of the 
brain for short-term MCAO decreased 4.1 times 
compared with controls (P>0.05), for long-term 
MCAO decreased 5.8 times compared with con-
trols (P<0.05). Trypsin-like activity of ischemic 
areas of brain for short-term MCAO decreased 
7.1 times compared with controls (P>0.05), for 
long-term MCAO decreased 12.5 times com-
pared with controls (P<0.05). PGPH activity of 
ischemic areas for short-term MCAO decreased 
8 times compared with controls (P>0.05), for 
long-term MCAO decreased 2.8 times compared 
with controls (P<0.05). The similar dynamics 
was observed also in the penumbra and the core 
zone of the brain at 6 hour of reperfusion, in 

Volume of ischemic brain areas (mm3) in rats at different periods of reperfusion after MCAO (M±m, n=14).

Volume of ischemic brain areas
Infarct volume, mm3

(Total infarction)
Penumbra, mm3 Core, mm3

6 h
short- term 5.11 ± 1.25 - -
long-term 9.18 ± 1.43 * 7.24 ± 1.13 1.95 ± 0.31

24 h
short-term 5.52 ± 1.47 - -
long- term 11.47 ± 5.41 * 5.16 ± 2.43 6.32 ± 2.97

72 h
short-term 10.01 ± 2.34 - -
long-term 21.2 7± 2.07 * 2.77 ± 0.27 18.50±1.80

* P < 0.05.

Fig. 1. Histological sections of brain after TTC staining

Proteasomal activity in brain tissue following ischemic stroke in Wistar rats
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the long run there is no significant difference 
between the core and contralateral zones. These 
data are summarized in Fig. 3.

Chymotrypsin-like activity of penumbra for 
short-term MCAO decreased 4.3 times compared 
with controls (P>0.05), for long-term MCAO 
decreased 11 times compared with controls 
(P>0.05). This activity of contralateral zone in 

relation to damage zone for short-term MCAO 
decreased 4.3 times, for long-term MCAO 
decreased 3 times compared with controls 
(P<0.05). Trypsin-like activity of penumbra 
decreased 4.1 times compared with controls 
for short-term MCAO (P>0.05), for long-term 
MCAO this type of activity decreased 25 times 
compared with controls (P>0.05) and decreased 
4.1 times for contralateral zone in relation to 
damage zone for short-term MCAO, for long-
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Fig. 2. Trypsin-like (a), chymotrypsin-like (b) and PGPH (c) 
activities of proteasome in core area of brain after MCAO. 
1 – control; 2 – short-term MCAO group at 6 h period of 
reperfusion; 3 – short-term MCAO group at 24 h period of 
reperfusion; 4 – short-term MCAO group at 72 h period of 
reperfusion; 5 – long-term MCAO group at 6 h period of 
reperfusion; 6 – long-term MCAO group at 24 h period of 
reperfusion; 7 – long-term MCAO group at 72 h period of 
reperfusion. N = 7. * Р<0.05

Fig. 3. Trypsin-like (a), chymotrypsin-like (b) and PGPH (c) 
activities of proteasome in penumbra after MCAO. 1 – control; 
2 – short-term MCAO group at 6 h period of reperfusion; 
3 – short-term MCAO group at 24 h period of reperfusion; 
4 – short-term MCAO group at 72 h period of reperfusion; 5 
– long-term MCAO group at 6 h period of reperfusion; 6– long-
term MCAO group at 24 h period of reperfusion; 7 – long-term 
MCAO group at 72 h period of reperfusion. N = 7. * Р<0.05 
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term MCAO it decreased 9 times compared with 
controls (P<0.05). PGPH activity of penumbra 
for short-term MCAO decreased 6.3 times for 
short-term MCAO compared with controls 
(P>0.05), for long-term MCAO it decreased 3.7 
times compared with controls (P>0.05). This 
activity decreased 4.5 times for contralateral 
zone in relation to damage zone for short-term 
MCAO, for long-term MCAO it decreased 2.5 
times compared with controls (P<0.05). This 
suggests that the activation of the proteasome 
is a reactive processes rather than a mechanism 
of neuronal damage.

At 24 h of reperfusion there was a significant 
strengthening of trypsin-like both in the core 
zone and in the penumbra and this is observed 
only during long-term MCAO and at short-term 
MCAO such effects did not appear and also in 
contralateral is not observed (Fig. 2, a). 

Trypsin-like activity decreased 7.1 times for 
core at 6 h of reperfusion for short-term MCAO 
compared with controls (P>0.05), for long-term 
MCAO it decreased 12.5 times compared with 
controls (P<0.05). This activity of penumbra 
for short-term MCAO decreased 4.1 times, 
for long-term MCAO it decreased 25 times 
compared with controls (P<0.05). Trypsin-like 
activity decreased 5.5 times for core at 24 h of 
reperfusion for short-term MCAO compared 
with controls (P>0.05), for long-term MCAO 
it decreased 1.1 time compared with controls 
(P<0.05). This activity decreased 4 times for 
penumbra at 24h of reperfusion for short-term 
MCAO, for long-term MCAO it increased 1.8 
times compared with controls (P<0.05). These 
processes which are related to damage and con-
firmed: “If ischemia is longer, the activation will 
be stronger”. There is a clear dependence of the 
effect on the duration of ischemia. Short-term 
MCAO did not induce any significant changes 
in trypsin-like proteasome activity neither in 
core, nor penumbra regions.  

In short-term MCAO the peak of activity was 
not at 24h after reperfusion but on 72 h. At that 
occurred reaction as chymotrypsin- and trypsin-
like activity and this reaction was observed 

in the core and penumbra. Chymotrypsin-like 
activity decreased 4.1 times for ischemic areas 
for short-term MCAO at 6 h of reperfusion 
compared with controls (P>0.05), for penumbra 
it decreased 4.5 times compared with controls 
(P>0.05); at 24 h of reperfusion this activity 
decreased 3.8 times compared with controls for 
core zone (P>0.05) and for penumbra it decrease 
3.2 times compared with controls (P>0.05); at 72 
h of reperfusion this activity for core increased 
1.1 times compared with controls (P>0.05) and 
for penumbra of this period it decrease 1.2 times 
compared with controls (P>0.05).

Trypsin-like activity decreased 7.1 times for 
ischemic areas of brain for short-term MCAO 
at 6 h of reperfusion compared with controls 
(P>0.05) and it decreased 11 times compared 
with controls for penumbra at this period 
(P>0.05); this activity decreased 5.5 times com-
pared with controls at 24 h of reperfusion for 
core zone (P>0.05) and for penumbra of this 
period it decreased 1.4 times, at 72 h of reper-
fusion for core zone this activity increased 1.4 
times compared with controls (P>0.05) and it 
decreased 1.5 times for penumbra. 

 In long-term MCAO the peak of activity 
was at 24 h but not at 72. In some areas there 
are observed reduced activity. In case of long-
term activation occurs earlier, that is logically. 

Chymotrypsin-like activity decreased 5.5 
times compared with controls for ischemic ar-
eas of the brain for long-term MCAO at 6 h of 
reperfusion (P<0.05), for penumbra it decreased 
4.5 times compared with controls (P>0.05); 
this activity for core zone decreased 1.7 times 
compared with controls at 24 h of reperfusion 
(P<0.05) and it decreased 1.4 times compared 
with controls for penumbra (P>0.05); at 72 h of 
reperfusion this activity for core zone increased 
2.2 times compared with controls (P>0.05) and 
for penumbra of this period it decrease 1.5 times 
compared with controls (P>0.05) (Fig. 3, b).

Trypsin-like activity decreased 12.5 times 
compared with controls for ischemic areas of 
brain for long-term MCAO at 6 h of reperfu-
sion (P<0.05) and it decreased 25 times com-

Proteasomal activity in brain tissue following ischemic stroke in Wistar rats
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pared with controls for penumbra at this period 
(P<0.05); at 24 h of reperfusion for core zone 
this activity decreased 1.1 time compared with 
controls (P>0.05) and for penumbra of this 
period it increased 1.8 times, at 72 h of reper-
fusion for core zone this activity decreased 1.1 
time compared with controls (P>0.05) and it 
decreased 1.4 times for penumbra (P>0.05).

We should also note that pattern activation 
of PGPH in core is not strongly differ and is 
almost the same with all types of proteasome 
activity (Fig. 2, c). PGPH activity decreased 6.2 
times compared with controls for core zone for 
short-term MCAO at 6 h of reperfusion (P>0.05) 
and for long-term MCAO it decrease 2.7 times 
compared with controls (P<0.05); this activity 
of core zone for short-term MCAO decrease 
2.3 times compared with controls at 24 h of 
reperfusion (P>0.05) and for long-term MCAO 
it decreased 1.9 times compared with controls 
(P>0.05); this activity decreased 2.7 times 
compared with controls at 72 h of reperfusion 
of core zone or short-term MCAO (P>0.05) and 
for long-term MCAO of this period it decreased 
20 times compared with controls (P>0.05).

Chymotrypsin and trypsin-like activities 
increase in contralateral area at the period of 
72 h reperfusion (Fig. 4). In this case activation 
was not occurred in group of Long-term MCAO 
and Short-term MCAO and this activation was 
not connected with damage of neurons because 
this is contralateral hemisphere. Activation on 
this area was not occurred at 24, but at 72 in 
central zone. This reaction was reactive and 
more marked for Short-term MCAO than for 
long-term MCAO. And it distinguishes reaction 
in contralateral zone between core zones.

DISCUSSION

We have studied changes in proteasome prote-
olysis during transient occlusion of the middle 
cerebral artery using method of Koizumi J., 
duration 2 and 60 min and made the comparison 
between changes in different types of protea-
some activity and severity of ischemic injury and 

showed three types of decrease in proteolytic 
activity (trypsin-like, chymotrypsin-like, PGPH) 
in the brain tissues. 

We have also received data that with in-
creasing time of ischemia, the necrosis size is 
increased and obtained correlation of these data 
with behavioral tests that confirm the response 
to stress or injury. It has been intensively stud-
ied because delayed neuronal death provides a 
window of opportunity for studying ongoing 

Fig. 4. Trypsin-like (a), chymotrypsin-like (b) and PGPH (c) 
activities of proteasome in contralateral area after MCAO. 
1 – control; 2 – short-term MCAO group at 6 h period of 
reperfusion; 3 – short-term MCAO group at 24 h period of 
reperfusion; 4 – short-term MCAO group at 72 h period of 
reperfusion; 5 – long-term MCAO group at 6 h period of 
reperfusion; 6– long-term MCAO group at 24 h period of 
reperfusion; 7 – long-term MCAO group at 72 h period of 
reperfusion. N = 7. * Р<0.05 
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molecular processes before neuronal death after 
brain ischemia [15].

Intracellular proteolysis of proteasome ac-
tivity significantly decreased in brain tissues in 
modeling transient occlusion of the middle ce-
rebral artery and may have pathogenetic signifi-
cance. What is the nature - or actually pathologi-
cal adaptation is a change of proteasome activity 
in brain tissues during ischemia will determine 
further stages of proteasome inhibitors.

The current study demonstrates that protea-
some activity is decreased after IRI (ischemic 
reperfusion injury) and may therefore contribute 
to neuronal injury during IRI. For example, in-
hibition of the proteasome is sufficient to induce 
neuron death [16]. In addition to directly induc-
ing neuron death, subtoxic levels of proteasome 
inhibition would be expected to increase neuro-
nal viability. Proteasome activity is required for 
most forms of NFkB activation [17], a transcrip-
tion factor which has been demonstrated to have 
neuroprotective properties in vitro and in vivo. 
Because the proteasome is responsible for the 
removal of damaged and oxidized proteins [18], 
impaired proteasome activity may contribute to 
oxidative stress during IRI. It is interesting to 
speculate that the increase in proteasome activ-
ity in the contralateral hemisphere, which did not 
undergo significant increases in neuron damage 
after IRI in the current study, may represent a 
neuroprotective activation of proteasome activity. 
Alternatively, low levels of oxidative stress have 
been demonstrated to stimulate proteasome activ-
ity [18] and may account for increases in protea-
some activity within the contralateral hemisphere. 

All three types of proteasome activities were 
changed in the aorta, heart tissues, and blood 
leucocytes in modeling of cholesterol athero-
sclerosis [14]. The chymotrypsin-, trypsin-like, 
and PGPH activities of the proteasome occur 
at distinctive sites within the proteasome. The 
proteasome degrades substrates in a processive 
fashion that is believed to be particuarly impor-
tant for preventing the accumulation of partially 
degraded proteins and the partial degradation 
of a substrate, which may allow for its contin-

ued functioning. For example, by degrading a 
regulatory portion, but not the active enzymatic 
portion of a proteasome substrate, the activity of 
that substrate could continue to aberrantly func-
tion. Alternatively, proteasome inhibition could 
increase the half-life of proapoptotic proteins 
within neurons, increasing the toxicity of their ac-
tivation. It is interesting to point out that pharma-
cologic inhibition of the proteasome is sufficient 
to induce caspase activation, which may be due 
in part to the decreased catabolism of activated 
caspases (data not shown). Adjusted changes of 
ubiquitin-proteasome system to sschemia in the 
postischemic hippocampus, conjugated ubiquitin 
(Ub) accumulates and free Ub is depleted. The 
accumulation of conjugated Ub may reflect hypo-
function of downstream proteasome activity that 
normally degrades ubiquitinated proteins. More-
over, direct injection of a proteasome inhibitor 
into the lateral ventricles of the rat-induced DNA 
fragmentation in various CNS areas, suggesting 
that suppression of proteasome is able to induce 
neuronal apoptosis [19]. 

Therefore, it is reasonable to speculate that 
proteasome malfunction may in part underlie 
the molecular events of the ischemia-induced 
neuronal death. Decreased proteasome activity 
at the ischemic core and the surrounding tis-
sues allows accumulation of oxidized proteins, 
resulting in formation of protein aggregates, ER 
stress, impairment of cell function, and eventu-
ally cell death. In an experimental ischemia of 
rat brains, a 60% elevation of Ub conjugate 
levels in the ischemic compared with the non-
ischemic animals was observed within 1 hour 
of recovery. The conjugate immunoreactivity 
remained at this level for 6 h but eventually 
decreased to control levels by 24, h of recovery. 
Increased formation of poly-Ub conjugates was 
accompanied with a significant increase in the 
transcription levels of poly-Ub genes [20].

It is likely that the loss of proteasome activi-
ty occurs in other age-related neurodegenerative 
disorders that exhibit increased oxidative dam-
age, including Parkinson’s disease and Hunting-
ton’s disease. It will be important to determine 
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which environmental and genetic stimuli in each 
of these disorders mediate decreased proteasome 
activity.

Numerous studies now clearly demonstrate 
that inhibition of the proteasome is sufficient 
to induce cell death in both neuronal and glial 
cells. These studies have demonstrated that 
proteasome inhibitors can induce several hall-
marks of apoptosis, including caspase activation, 
cytochrome C release, elevated p53 expression, 
chromatin fragmentation, and DNA laddering 
[13, 18]. Recent studies have demonstrated that 
proteasome inhibition may occur in a wide array 
of neurodegenerative disorders, including isch-
emia-reperfusion injury [5], Alzheimer’s disease 
[21], and Parkinson’s disease [22]. In each of 
these conditions, the ability of proteasomes to 
generate neuorogenic substrates from peptides 
specific for individual proteasome activities 
has been demonstrated. It is important to point 
out that while these peptides can be extremely 
useful as a determinant of proteasome activity, 
they may not fully account for functional impair-
ments in proteasome activity. For example, the 
ability to cleave a chymotrypsin-like substrate 
may be only slightly inhibited in a particular 
tissue, even though the ability of the proteasome 
to degrade a specific protein may be severely 
inhibited [23].

The ability of proteasome inhibition to in-
duce such a wide variety of cell death events 
suggests that proteasome activity plays a critical 
role in multiple aspects of neuronal homeostasis.

О.І. Савчук, М.О. Орловський, Є.С. Ярмолюк, 
С.В. Гончаров, В.Є. Досенко, Г.Г. Скибо

АКТИВНІСТЬ ПРОТЕАСОМИ В ТКАНИНАХ 
ГОЛОВНОГО МОЗКУ ЩУРІВ ЛІНІЇ  
ВІСТАР ПІСЛЯ ІШЕМІЧНОГО ІНСУЛЬТУ 

Моделювання ішемічного ушкодження головного мозку 
спричинює функціональні та структурні зміни його будови. 
Зокрема, були описані активні або регене ративні процеси, 
що відбувалися в зонах інфаркту та контралатеральній пів-
кулі. Дослідження проведено на 63 щурах, розподілених 
на 3 експериментальні групи (по 21 тварині у кожній): 
група тварин з короткотривалою оклюзією середньої 
мозкової артерії (ОСМА), група з довготривалою ОСМА 

та тварин з удаваною операцією. Визначено зміни трьох 
видів протеасомної активності в тканинах головного мозку 
при моделюванні ішемічного пошкодження за допомогою 
транзиторної оклюзії середньої мозкової артерії за мето-
дикою Koizumi J., та співав., що тривала 2 і 60 хв та про-
ведено порівняння між змінами різних видів протеасомної 
активності і ступенем ушкодження головного мозку щурів. 
Було виявлено зниження трьох видів (трипсино-, хімо-
трипсиноподібної та пеп ти дилглутамілпептидгідролазної) 
протеолітич ної активності в тканини головного мозку. 
Хімотрипсино подібна активність ішемічної ділянки мозку 
при корот ко строковій ОСМА знизилася в 4,1 раза (Р>0,05), 
при довгостроковій в 5,8 раза порівняно з контролем  
(Р<0,05). Трипсиноподібна активність ішемічної зони 
мозку при короткостроковій ОСМА знизилася в 7,1 
раза (Р>0,05), при довгостроковій в 12,5 раза порів-
няно з контролем (Р<0,05). Пептидилглутамілпептид-
гідролазна активність ішемічної ділянки при коротко-
строковій ОСМА зменшилася в 8 разів (Р>0,05), при 
довгостроковій в 2,8 раза в порівнянні з контролем  
(Р <0,05). Подібна динаміка спостерігалася також в зоні 
напівтіні й ішемічній ділянках мозку при 60 хв реперфузії. 
в довгостроковій перспективі не відмічається істотної 
різниці між ішемічною ділянкою та контралатеральною 
зоною. Отримані результати свідчать про те, що актив ність 
протеасоми може відігравати важливу роль у контралате-
ральній кортикальній пластичності після моделювання 
ОСМА.
Ключові слова: ішемічний інсульт; фокальна ішемія; 
протеасома.

Е.И. Савчук, М.А. Орловский, Е.С. Ярмолюк, 
С.В. Гончаров, В.Е. Досенко, Г.Г. Скибо

АКТИВНОСТЬ ПРОТЕАСОМЫ В ТКАНИ ГО-
ЛОВНОГО МОЗГА КРЫС ЛИНИИ ВИСТАР 
ПОСЛЕ ИШЕМИЧЕСКОГО ИНСУЛЬТА 

Моделирование ишемического повреждения головного 
мозга вызывает функциональные и структурные измене-
ния его строения. В частности, были описаны активные 
или регенеративные процессы, происходившие в зонах 
инфаркта и контралатеральном полушарии. Исследо-
вание проведено на 63 крысах, распределенных на 3 
экспериментальные группы (по 21 животных в каж-
дой): группа животных с кратковременной окклюзии 
средней мозговой артерии (ОСМА), группа животных с 
долговременной ОСМА и животные с ложной операцией. 
Определены изменения трех видов протеасомной 
активности в тканях головного мозга при моделировании 
ишемического повреждения мозга путем транзиторной 
окклюзии средней мозговой артерии по методике 
Koizumi J., и соавт.), которое длилось 2 и 60 мин и 
проведено сравнение между изменениями различных 
видов протеасомной активности и степенью повреждения 
головного мозга крыс. Было выявлено снижение трех 
видов (трипсино-, химотрипсиноподобной и пеп-
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тидил глутамилпептидгидролазной) протеолитической 
активности в тканях головного мозга. Химотрипсино-
подобная активность ишемического участка мозга при 
краткосрочной ОСМА снизилась в 4,1 раза (Р>0,05), 
при долгосрочной в 5,8 раза по сравнению с контролем 
(Р<0,05). Трипсиноподобная активность ишемической 
зоны мозга при краткосрочной ОСМА снизилась в 7,1 
раза (Р>0,05), при долгосрочной в 12,5 раза по сравнению 
с контролем (Р<0,05). Пептидилглутамилпептидгидролаз-
ная активность ишемического участка при краткосрочной 
ОСМА уменьшилась в 8 раз (Р>0,05), при долгосрочной 
в 2,8 раза по сравнению с контролем (Р<0,05). Подобная 
динамика наблюдалась также в зоне полутени и ишеми-
ческих участках мозга при 60 мин реперфузии. В долгос-
рочной перспективе не отмечается существенной разницы 
между ишемическим участком и контралатеральной 
зоной. Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что активность протеасомы может играть важную роль 
в контралатеральной кортикальной пластичности после 
моделирования ОСМА.
Ключевые слова: ишемический инсульт; фокальная ише-
мия; протеасома.
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Influence of single nucleotide polymorphisms  
of vitamin D receptor-gene on the level of osteoassociated 
hormones linkage with postmenopausal osteoporosis
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Tissues Ministry of Healthcare of Ukraine, Kyiv; e-mail: denis898@ukr.net; zsv@endosurg.com.ua

The levels of osteoassociated hormones, macroelements, interleukines, cyclic nucleotides and activity of 
alkaline phosphatase were being detected in the blood plasma of 74 postmenopausal women with and 
without osteoporosis (OP). Bone mineral density (BMD) and the metacarpal index were being assessed 
according to the results of densitometry. The allele polymorphisms vitamin D receptor gene (VDR) Cdx2 
(rs11568820) and TaqI (rs731236) were being identified with the help of the polymerase chain reaction. The 
major genotype CC TaqI was found in the group without OP 3.4 times more often than with OP, while the 
minor genotype TT was found 3.4 times more often with the presence of OP. The presence of the genotype 
CC TaqI decreased the risk of OP progress by 5.5 times, and the genotype TT TaqI increased by 5.4 times. 
The presence of the minor allele T was associated with the higher levels of interleukin 1β, BMD and lower 
testosterone blood level. The major homozygote AA Cdx2 was found in women without OP 2.9 times more 
often, while the minor genotype GG – 5.4 times more often with the presence of OP. The presence of the 
major homozygote decreased the risk of OP progress by more than 5.3 times, while the minor homozygote 
increased the risk by 8 times. The presence of the minor allele G in the genotype was associated with the 
increase of parathyroid hormone, phosphorus, magnesium, alkaline phosphatase activity in blood, BMD 
and with the decrease of testosterone, progesterone and calcium blood levels.
Key words: postmenopausal osteoporosis: hormones: VDR: polymorphism Cdx2 (rs11568820): polymor-
phism TaqI (rs731236).

INTRODUCTION

Postmenopausal osteoporosis (OP) – is a sys-
temic disease with a multi-factor character, that 
appears in postmenopausal women as a result 
of the deficit of sex hormones and first of all 
the estrogen [1]. The disease is characterized 
by reduction in bone mass and microarchitec-
tonic deterioration of bone tissue, which leads 
to the increase in the risk of bone fractures [2]. 
The regulation of the bone tissue’s remodelling 
implements at the local level (cytokines and 
growth factors) and the system level (hormones) 
[3, 4]. Parathyroid hormone (PTH) and calcito-
nin (CT) are the main regulatory hormones of 
the calcium-phosphoric metabolism. The spe-
cific protein of bone matrix – osteocalcin (OC) 

is the marker of the remodelling. The level of 
calcium (Ca) in the blood stream depends on the 
process of its absorption in the small intestine, 
which, in turn, is regulated by the metabolites of 
vitamin D with a hormonal activity – calcitriol, 
which activates nuclear receptor to vitamin D 
(VDR), that increases the expression of gene 
in more than 30 target organs [5-7]. It is the 
physiological transcription of VDR that reali-
zes in full effects of vitamin’s D metabolites 
on bone’s tissue, which is characteristic for 
typical genetically-determined processes [6, 
8]. The initiation of transcription is carried out 
by two codons in the DNA sequence of VDR. 
TaqI-polymorphism in the second gene’s exon 
of VDR emerges as a result of the substitution 
of thymine for cytosine in the first of two sites. 
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Consequently, protein, shorter by three amino 
acids, is synthesized (the transcription begins 
with the second site of initiation, which is lo-
calized for three codons further) [8, 9]. It leads 
to disturbance of Ca absorption in the small 
intestine and to hypocalcemia. Polymorphism 
in the site restriction Cdx2 of VDR gene leads 
to reduction of bone mass density (BMD) and 
increases the risk of bone fracture [10,11], also 
it has influence on variations of BMD [12]. The 
absence of Cdx2-polymorphism of VDR gene 
has a protective role in the progress of osteo-
porosis [11-13].

Therefore, the aim of these work is to 
define the connection between single nucleotide 
polymorphism of VDR gene (TaqI (T61968C; 
rs731236) and Cdx2 (G3731A; rs11568820) and 
the risk of the development of the OP, the level of 
osteoassociation hormones and the biologically 
active substances in postmenopausal women.

MATERIAL AND METHODS

74 women in postmenopause were examined. 
Among them 30 patients (40,5%) without OP 
formed the control group of genetic research 
(control). 44 women with the manifestation of 
OP (59,5%) formed the group of study (cases). 
Bone mineral density (BMD) and the metacarpal 
index (MCI) were being assessed according to 
the results of densitometry (“QDR-4500-Del-
phi-Hologic”, USA). Using the biochemical 
analyzer “BS-200” (China) the activity of ALP, 
Са, phosphorus (Р) and magnesium (Mg) was 
examined in the blood serum (“La Chema”, 
Czech Republic). The content of PTH, CT, OC 
and also estradiol (Е2), progesterone (PG), 
testosterone (TS), cortisol (CS), insulin (IN), 
triiodthyronine (Т3), thyroxine (Т4), cyclic 
adenosine monophosphate (cAMP), interlikine 
(IL) 1β and tumor necrosis factor alpha (TNFα) 
(sets “VectorBest”, Russia; “Amercham pharma-
cia biotech”, Great Britain; “DRG”, USA) was 
studied using the immunoassay method. Single 
nucleotide polymorphisms (SNP) were detected 
by the polymerase chain reaction (“OsteoGen-

M”, Russia) by the standard method: the isola-
tion of DNA, the conduction of amplification 
reaction with specific primers, enzymatic hydro-
lysis of amplification products, electrophoretic 
separation with a subsequent registration of the 
obtained DNA fragments transient UV-light. 
After electrophoresing of fission products their 
enzymatic hydrolysis was carried out. Positive 
control was noted when there appeared bends of 
proper sizes fitting the sizes of the amplicon’s 
fragment. Statistical calculation was made with 
the help of the «STATISTIKA 7.0» (StatSoft, 
Inc.) program. The statistical significance of 
the distinction in frequency distribution of the 
genotypes occurrence between the groups was 
defined by F-test. Reliability in distinction of 
genotypes and alleles distribution between the 
groups, as well as complience of the distribution 
according to the Hardy-Weinberg equilibrium 
(HWE) were estimated by analysing of linkage 
tables by χ2 criterion. Distribution of the geno-
types in the groups with and without OP was 
considered reliable providing an accordance to 
HWE for the groups of control and cases.

The level of genotype association with OP 
was determined according to the odds ratios 
(OR), that characterizing the relative risk 
(chances) for a disease development in the given 
case depending on the allelic polymorphism of 
the tested gene. The level of OR higher than 
1 tells for the trustworthy increase in risk, 
provided that it is in the confidence interval 
(CI=95%). The level of OR lower than 1 
tells for the trustworthy decrease in risk the 
credibility of the allelic genes variants influence 
on the clinical-laboratory rates was estimated 
by using ANOVA/MANOVA for the F-test. 
The credibility of the distinction between the 
averages was estimated by the Student t-test.

RESULTS AND THEIR DISCUSSION

The results of the study (Fig. 1) have indicated 
that frequencies of VDR genotypes TaqI 
distribution represented a significant difference 
between the groups of patients in case of the 

Influence of single nucleotide polymorphisms of vitamin D receptor-gene
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homozygous genotypes occurrence. Thus major 
homozygous genotype (CC) occurred in the 
group without OP in 46,7% cases, and with OP 
– in 13,6% (3.4 times more often, which was 
significant according to the F-test). The minor 
homozygous genotype, on the contrary, was 
found more often involving presence of OP – 
45,5%, vs 13,3% in the group without OP (3.4 
times more often, which was also significant 
according to the F-test). Frequencies distribution 
of the heterozygous genotypes did not differ one 
from another.

As it can be seen from the table 1, the de-
pendence of the VDR genotypes distribution 
on the presence or absence of OP respectively 

was detected (p(χ2)=0,04). HWE for the group 
without OP and with it for polymorphic variant 
of VDR gene agreed, since, respectively: 
χ2=0,15; р=0,97 and χ2=0,18; р=0,96. 

The presence of major homozygote (CC) de-
creased the risk of OP development by 5.6 times 
(OR=0,18; CI=0,04-0,88), while the homozy-
gous state of the minor genotype (TT) increased 
the risk by 5.4 times (OR=5,42; CI=0,98-29,92).

Therefore, it can be affirmed that the pres-
ence of the major homozygote CC TaqI had a 
protective role to the OP development, whereas 
the presence of the minor homozygote TT, on the 
contrary, was conducive to the OP development. 
The risk of the OP development was decreased 
by 5.5 times in the first case, and in the second 
case it was increased by 5.4 times.

The obtained conclusions agreed with the 
data displayed in the table 1. The minor allele 
(T) presence in genotype increased the risk of 
OP development nearly by 4 times (OR=3,87; 
CI=1,45-10,33).

The VDR gene polymorphism TaqI reliably 
influenced the level of TS, IL1β in the blood 
and also the BMD (table 3).

Herewith the presence of the minor genotype 
TT was associated with the higher levels of IL1β 
and BMD. At the same time, the presence of the 
minor genotype TT favoured the lower TS blood 
level. It represented the biological role of these 
regulatory factors in the bone tissue minerali-
zation process and agreed with the previously 

Table 1. The significance of the genotype polymorphisms TaqI VDR gene distribution between the groups of women 
with and without OP and odds ratio in association with their genotypes

Genotypes Control Cases χ2 p (χ2) OR 95 % confidence interval
СС 14 6

6,44 0,04
0,18 0,04 - 0,88

СT 12 18 1,04 0,27 - 3,96
TT 4 20 5,42 0,98 - 29,92

0,05

0

0,20

0,10

0,25

0,15

0,30
0,35
0,40
0,45
0,50

CC CT TT

**

*

Fig.1. Frequencies (%) distribution of the genotype polymor-
phisms TaqI VDR gene. * the significance of the frequencies 
distinction between the groups based on the F-test (p(F)=0,03); 
** the significance of the frequencies distinction between the 
groups based on the F-test (p(F)=0,04)

Table 2. The significance of the allele polymorphisms TaqI VDR gene distribution between the groups (p(χ2))  
and odds ratio (OR)

Allele Control Cases χ2 p (χ2) OR 95 % confidence interval
С 20 15

7,59 0,006
0,26 0,10 - 0,69

T 10 29 3,87 1,45 - 10,33

D.S. Ziablitsev, O.S. Larin
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obtained results [9, 13]. The highest value of the 
F-test (F=7,2; p=0,0047) was noted for BMD.

Polymorphism in the site of connection with 
the transcription factor Cdx2 in the promoter 
region of VDR gene is associated with the level 
of Ca absorption in an intestine and with the re-
ceptor’s activation to vitamin D [11]. It is shown 
in our study (Fig.2), that the major homozygote 
(AA) was found in women without OP in 53,3 % 
cases, and with OP approximately three times 
less (in 18,2 % cases). In other words, genotype 
(AA) in the group without OP symptoms was 
found 2,9 times more often, which is statistically 
significant according to F-test. The minor ho-
mozygous genotype (GG), on the contrary, was 
found 5.4 times more often: with OP – in 36,4 % 
cases vs 6,7 % in the group without OP, that is 
also statistically significant according to F-test. 
Frequencies of the distribution of heterozygous 

genotypes did not differ one from another.
As in the preceding case (tabl. 1), the de-

pendence of genotype polymorphisms Cdx2 

Table 3. The influence of the genotype polymorphisms TaqI VDR gene on clinical-laboratory rates (M±m)  
in women with OP

Rates
Genotypes

F P
СС (n=20) СT (n=30) TT (n=24)

PTH; pg/ml 27,67±3,56 38,89±7,48 55,40±6,27 3,23 0,06
CT; pg/ml 8,67±1,08 8,78±1,16 8,00±0,87 0,19 0,82
OC; ng/ml 13,00±1,02 15,89±3,94 17,40±0,57 2,81 0,085
Е2; pmоl/l 43,33±32,54 32,89±12,68 11,90±1,75 2,10 0,15
PG; nmol/l 25,67±10,35 26,56±3,96 22,20±3,63 0,36 0,70
TS; nmol/l 6,50±0,34 5,03±0,90 3,15±0,87 3,54 0,48
CS; nmol/l 453,00±52,94 533,00±82,67 495,00±21,88 0,62 0,54
IN; mcMhO/ml 12,67±1,78 11,33±0,90 12,20±1,29 0,26 0,77
Т4; nmol/l 122,33±5,40 109,22±5,21 111,60±6,51 0,70 0,51
Т3; nmol/l 1,67±0,11 2,01±0,16 2,17±0,13 2,27 0,13
сАМР; ng/ml 4,67±0,41 4,89±0,41 4,70±0,50 0,06 0,94
IL1β; pg/ml 10,34±2,68 11,44±1,78 15,60±1,10 3,64 0,04
TNF1α; pg/ml 54,33±3,51 57,27±0,18 54,35±1,32 2,22 0,14
ALP; U/l 139,34±15,00 146,67±6,26 123,70±9,53 0,82 0,82
Са; mg/l 60,33±0,82 59,47±0,79 57,62±0,80 2,48 0,11
Р; mg/l 382,87±9,71 406,79±9,20 419,20±8,15 2,66 0,09
Mg; mg/l 32,63±3,16 34,07±1,09 34,67±1,22 0,39 0,60
BMD; SD 1,39±0,18 1,57±0,01 2,16±0,09 7,20 0,0047
MCI; s.u. 0,41±0,02 0,41±0,01 2,16±0,09 1,00 0,38

0

0,1

0,3

0,2

0,4

0,5

0,6

AA AG GG

**

*

Fig. 2 Frequencies (%) of the genotype polymorphisms Cdx2 
VDR gene distribution. * the statistical significance of the 
frequencies distinction between the groups basing on F-test 
(p(F)=0,02); ** the statistical significance of the frequencies 
distinction between the groups basing on F-test (p(F)=0,04)

Influence of single nucleotide polymorphisms of vitamin D receptor-gene
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VDR gene on the presence or absence of OP 
(p(χ2)=0,04) was revealed (table 4). HWE for 

the groups with and without OP for the polymor-
phic variant of Cdx2 polymorphism (G3731A) 

Table 4. The significance of the allele polymorphisms Cdx2 VDR gene distribution between the groups (p(χ2)) and odds 
ratio (OR)

Genotype Control Cases χ2 p (χ2) OR 95 % confident interval
AA 16 8

6,49 0,04
0,19 0,04 - 0,86

AG 12 20 1,25 0,33 - 4,73
GG 2 16 8,00 0,88 - 72,70

was respectively (according χ2=0,01; p=1,04 
and χ2=0,08; p=1,00). The presence of the 
major homozygote (AA) decreased the risk of 
OP progress by 5.3 times (OR=0,19; CI=0,04-
0,86), while the homozygosis state of the minor 
genotype (GG) increased the risk by more than 
8 times (OR=8,00; CI=0,88-72,70).

Accordingly, the presence the major homo-
zygote genotype of the Cdx2 VDR gene (AA) 
had a protective role to the OP development, 
whereas the presence of the minor homozygote 
(GG), on the contrary, was conducive to the OP 
development. The risk of the OP development 
decreased by 5.3 times in the first case, and in 
the second case it increased by 8.0 times. It cor-
responded to the obtained data on the VDR gene 
polymorphism (T61968C) [2].

The data, displayed in the table 5 confirmed 
the identified patterns. The presence of the minor 
allele (G) in the genotype increased the risk of 
OP development almost by 4 times (OR=3,97; 
CI=1,45-10,88).

The polymorphism Cdx2 of the VDR gene 
reliably influenced the levels of PTH, PG, TS, 
Са, Р, Mg, ALP activity in blood and BMD 
(table 6).

According to the data of the conducted 
ANOVA/MANOVA, the presence of the minor 
genotype GG was associated with the increase of 
PTH, Р, Mg, ALP-activity in the blood and BMD. 

Herewith the presence of genotype GG led to 
the decrease of PG, TS and Ca blood levels. The 
greatest rate for the F-test (F=13,85; p=0,00014) 
was noted for the ALP-activity, which also con-
firmed the potential impact of the minor allele 
(G) on the process of the OP development.

CONCLUSIONS

The major genotype CC TaqI of the VDR gene 
was found in the group without OP 3.4 times 
more often than with OP, while the minor 
genotype TT was found 3.4 times more often 
with the presence of OP. The presence of the 
genotype CC TaqI decreased the risk of OP 
progress by 5.5 times, and the genotype TT 
TaqI – increased by 5.4 times. The presence of 
the minor allele T was associated with the higher 
levels of IL1β, BMD and lower TS blood level.

The major homozygote AA Cdx2 of the VDR 
gene was found in women without OP 2.9 times 
more often, while the minor genotype GG – 5.4 
times more often with the presence of OP. The 
presence of the major homozygote decreased the 
risk of OP development by more than 5.3 times, 
while the minor homozygote increased the risk 
by 8 times. The presence of the minor allele G 
in the genotype was associated with the increase 
of PTH, Р, Mg, ALP-activity in blood, BMD and 
with the decrease of PG, TS and Ca blood levels.

Table 5 The significance of distinction the VDR gene allele distribution between the groups and the odds ratio (OR)

Alleles Control Cases χ2 p (χ2) OR 95 % confidence interval
A 22 18

7,55 0,006
0,25 0,09 - 0,69

G 8 26 3,97 1,45 - 10,88

D.S. Ziablitsev, O.S. Larin
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Д. С. Зябліцев, О. С. Ларін

ВПЛИВ ОДНОНУКЛЕОТИДНИХ ПОЛІМОР-
ФІЗМІВ ГЕНА VDR НА РІВЕНЬ ОСТЕОАС-
СОЦІЙОВАННИХ ГОРМОНІВ ПРИ ПОСТ-
МЕНОПАУЗНОМУ ОСТЕОПОРОЗІ

У плазмі крові 74 жінок у постменопаузному періоді з 
та без остеопорозу визначали вміст остеоасоційованих 
гормонів, макроелементів, інтерлейкінів, циклічних 
нуклеотидів та активність лужної фосфатази. Мінераль-
ну щільність кістки (МЩК) і метакарпальний індекс 
оцінювали згідно з результатами денситометрії. За 
допомогою полімеразної ланцюгової реакції виявляли 
алельні поліморфізми гена рецептора вітаміну D (VDR) 
Cdx2 (rs11568820) та TaqI (rs731236). Наявність генотипу 
СС TaqI знижувала ризик прогресування ОП в 5,5 раз, а 
генотипу TT TaqI – підвищувала в 5,4 раза. Наявність мі-
норної алелі Т було асоційовано з більш високим вмістом 
інтерлейкіну 1β, МЩК і нижчим – тестостерону в крові. 
Мажорна гомозигота АА Cdx2 була виявлена у жінок без 
ОП в 2,9 раза частіше, тоді як мінорний генотип GG – в 
5,4 раза частіше за наявності ОП. Мажорної гомозигота 
знижувала ризик прогресії ОП більш ніж в 5,3 раза, тоді 
як мінорна підвищувала його в 8 разів. Наявність мінор-

ної алелі G в генотипі було асоційовано з підвищенням у 
крові вмісту паратиреоїдного гормону, фосфору, магнію, 
активності лужної фосфатази, МЩК та зі зниженням 
вмісту прогестерону, тестостерону і кальцію.
Ключові слова: постменопаузний остеопороз; гормони; 
VDR; поліморфізм Cdx2 (rs11568820); поліморфізм TaqI 
(rs731236)

Д. С. Зяблицев, А. С. Ларин

ВЛИЯНИЕ ОДНОНУКЛЕОТИДНЫХ 
ПОЛИМОРФИЗМОВ ГЕНА VDR НА 
УРОВЕНЬ ОСТЕОАССОЦИИРОВАННЫХ 
ГОРМОНОВ ПРИ ПОСТМЕНОПАУЗНОМ 
ОСТЕОПОРОЗЕ

В плазме крови 74 женщин в постменопаузном периоде 
с и без остеопороза (ОП) определяли содержание 
остеоассоциированных гормонов, макроэлементов, 
интерлейкинов, циклических нуклеотидов и актив-
ность щелочной фосфатазы. Минеральную плотность 
кости (МПК) и метакарпальный индекс оценивали по 
результатам денситометрии. С помощью полимеразной 
цепной реакции определяли аллельные полиморфизмы 

Table 6. The influence of the genotype polymorphisms Cdx2 VDR gene on clinical-laboratory rates (M±m) 
in women with OP

Rates
Genotypes VDR (-3731A/G)

F P
АА (n=24) AG (n=32) GG (n=18)

PTH; pg/ml 50,00±11,22 31,30±6,97 59,25±4,08 6,18 0,0095
CT; pg/ml 9,50±1,20 8,30±0,89 8,00±1,61 0,39 0,68
OC; ng/ml 14,75±1,44 15,20±1,24 18,13±0,62 2,97 0,07
Е2; pmol/l 35,50±26,49 31,10±10,71 11,50±2,84 1,36 0,28
PG; nmol/l 36,75±3,42 27,10±3,38 15,00±2,31 10,99 0,0006
TS; nmol/l 6,67±0,51 4,75±0,81 2,76±0,90 5,27 0,015
CS; nmol/l 425,75±76,69 542,00±40,96 497,88±36,63 1,67 0,22
IN; mcMhO/ml 12,25±0,78 10,80±1,44 13,13±2,01 1,29 0,29
Т4; nmol/l 117,00±7,45 112,30±7,08 109,38±10,62 0,27 0,77
Т3; nmol/l 1,72±0,13 2,04±0,13 2,19±0,17 2,17 0,14
сАМР; ng/ml 4,00±0,47 5,00±0,44 4,88±0,62 0,98 0,39
IL1β; pg/ml 15,25±2,51 11,00±1,71 14,87±1,45 2,37 0,12
TNF1α; pg/ml 55,10±2,34 56,49±0,94 54,57±1,89 0,74 0,50
ALP; U/l 102,50±9,89 143,80±6,39 152,13±4,48 13,85 0,00014
Са; mg/l 60,90±0,12 59,50±0,70 56,73±0,91 8,55 0,0022
Р; mg/l 382,13±8,27 405,06±10,17 427,83±8,38 6,62 0,0065
Mg; mg/l 30,75±2,21 33,68±0,85 36,42±1,38 5,44 0,013
BMD; SD 1,83±0,18 1,51±0,17 2,20±0,14 6,65 0,0064
MCI; s.u. 0,39±0,01 0,41±0,01 0,39±0,02 2,51 0,107

Influence of single nucleotide polymorphisms of vitamin D receptor-gene
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гена рецептора витамина D (VDR) Cdx2 (rs11568820) и 
TaqI (rs731236). Присутствие генотипа СС TaqI снижала 
риск развития ОП в 5,5 раза, а генотипа TT TaqI – 
повышала в 5,4 раза. Присутствие минорной алели Т было 
ассоциировано с более высокими уровнями интерлейкина 
1β, МПК и низким уровнем тестостерона в крови. 
Мажорная гомозигота АА Cdx2 была выявлена у женщин 
без ОП в 2,9 раза чаще, тогда как минорный генотип GG 
– в 5,4 раза чаще при наличии ОП. Мажорной гомозигота 
снижала риск развития ОП более чем в 5,3 раза, тогда как 
минорная повышала его в 8 раз. Присутствие минорной 
аллели G в генотипе было ассоциировано с повышением 
содержания паратиреоидного гормона, фосфора, магния, 
активности щелочной фосфатазы в крови, МПК и со 
снижением уровней в крови прогестерона, тестостерона 
и кальция.
Ключевые слова: постменопаузальный остеопороз; 
гормоны; VDR; полиморфизм Cdx2 (rs11568820); поли-
морфизм TaqI (rs731236)
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Біоелектрична активність інтернейронів спинного 
мозку самиць білих щурів за умов експериментальної 
менопаузи
О.Г. Родинський, С.С. Ткаченко
Державний заклад «Дніпропетровська медична академія МОЗ України»; e-mail: tkachenkoss@i.ua

Аналізували особливості параметрів збудливості та амплітудно-часових характеристик компо-
нентів потенціалу дорсальної поверхні (ПДП) спинного мозку статевовозрілих самиць білих щурів 
в умовах експериментальної менопаузи. Встановлено підвищення порога збудження аферентних 
волокон спинного мозку на 102,14% та латентного періоду на 94,12% у тварин після оваріоекто-
мії. За умов супрамаксимальної стимуляції дорсального корінця L5 виявлено зростання амплітуди 
компонентів N1 на 10,14%, N2 на 11,82%, N3 на 48,28%, та Р-хвилі на 31,58% і збільшення трива-
лості N3-компонента на 26,54% в дослідній групі. При стимуляції парними імпульсами на часовому 
проміжку від 2 до 3 мс спостерігалося вірогідне (P<0,01) збільшення, а з 6 по 30 мс – пригнічення 
N1-компонента другого ПДП у групі тварин з експериментальною менопаузою. Таким чином, от-
римані нами результати дають змогу зробити висновок про різноспрямовані зміни збудливості у 
нервових структурах заднього рогу спинного мозку за умов нестачі естрогенів.
Ключові слова: менопауза; потенціал дорсальної поверхні спинного мозку; інтернейрон; щури-самиці. 

ВСТУП

При клімаксі або в передклімактеричний 
період жінки часто скаржаться на м’язові і 
суглобові болі, м’язове напруження, акро-
парестезіі [1]. Такі симптоми можуть бути 
викликані прискореним розвитком інволю-
тивних форм остеартрозу і остеохондрозу 
в результаті дегенеративно-дистрофічних 
процесів у сполучнотканинних утвореннях 
(зв’язковий апарат, міжхребцеві диски), а 
також розвитком системного остеопоро-
зу, що проходять більш прискорено на тлі 
дефіциту естрогенів [1,2]. Має особливе 
значення і модулювальний вплив жіночих 
статевих гормонів на центральну нервову 
систему, зокрема - ноцицептивну чутливість 
[3] через дію на глутаматіндуковані струми, 
інгібування рецепторів ГАМК і гліцину, або 
модуляції опіоїдних рецепторів у задніх ро-
гах спинного мозку [4,5,6], що також може 
впливати на виникнення больових симптомів 

у м’язах і суглобах в постменопаузі. Основ-
на дія естрогену на нейрони здійснюється 
через активацію ядерних α- і β-рецепторів 
естрогену (ERα/β), що викликає довгостро-
кові геномні ефекти [7], а також активацію 
цитоплазматичних механізмів сигналізації 
поблизу плазматичної мембрани або на її 
поверхні [8] і здійснюється через мембранні 
класичні ERs [9] та новостворені ERs [10]. 
Дослідження показали, що ERα особливо 
виражені в I, II та IV пластинах сірої речо-
вини дорсального рогу спинного мозку, і є 
найбільш поширеними у нижніх поперекових 
і крижових сегментах [11]. Відомо, що но-
цицептивна передача може бути полегшена 
блокуванням ERα селективним антагоністом 
метил-піперидин-піразолом (MPP). Також 
показано, що в задніх рогах спинного мозку 
тварин ERα бере участь у модуляції больової 
Aδ- і C-афферентної передачі [12]. Ці дані 
створюють основу для висунення гіпотези, 
що естроген, через активацію ERα, безпосе-
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редньо може регулювати передачу болю на 
центральному рівні [13]. 

Естрогеніндуковане потенціювання глу-
таматних струмів та інгібування ГАМК і 
гліцінових рецепторів може відігравати роль 
в активації центральних шляхів болю [14]. 
Однак є дослідження, згідно з якими акти-
вація ERα естрогеном може перешкоджати 
ноцицептивній передачі через шляхи сигналі-
зації за участю протеїнкінази С. Таким чином, 
ERα-опосередковане негативне регулювання 
ноцицептивної передачі, можливо, якоюсь 
мірою урівноважене дією естрогену на інші 
рецептори [12]. Треба зазначити, що у нашіх 
попередніх дослідженнях було підтверджено 
наявність достовірних змін у периферичних 
структурах у щурів експериментальної гру-
пи, зокрема, у нервово-м’язовому апараті, за 
умов дефіциту естрогенів [15].

Метою цього дослідження було вивчи-
ти параметри збудливості інтернейронних 
пулів та амплітудно-часові характеристики 
компонен тів потенціалу дорсальної поверхні 
(ПДП) спин ного мозку в умовах експеримен-
тальної мено паузи у самиць білих щурів.

МЕТОДИКА

Дослідження були проведені на 30 статевоз-
рілих щурах лінії Вістар віком 6–8 міс, масою 
180–240 г, яких було розділено на 2 групи. 
Перша група – інтактні тварини (n=14), друга 
– тварини з експериментальною менопаузою 
(n=16). Менопаузу у самиць щурів моделью-
вали малоінвазивною оваріогістеректомією 
через серединний лапаротомічний доступ 
[15]. У контрольній групі виконували опера-
тивне втручання – серединну лапаротомію. 
Обидві групи тварин утримували в стандарт-
них умовах віварію (22±2°C, світлий/темний 
цикл – 12/12 год) на стандартній дієті про-
тягом 120 діб, після чого їх брали у гострий 
експеримент [16]. Під загальною анестезією 
тіопенталом натрію («Sigma», США, 50 мг/
кг) виконували ламінектомію та розтин твер-
дої мозкової оболонки спинного мозку. Потім 

спинний мозок перетинали на рівні сегментів 
Th12-L1 та заливали вазеліновим маслом. Для 
усунення проявів спінального шоку тварину 
витримували 3 год за 36º–37 ºC [17,18]. 

При аналізі параметрів ПДП спинного 
мозку було застосовано супрамаксимальну 
силу подразнення (5 П), якої достатньо для 
активації всіх низькопорогових аферентів 
[17]. Подальше збільшення інтенсивності 
подразнення не викликало підвищення ам-
плітуди цього показника.

Дорсальний корінець L5 стимулювали за 
допомогою біполярних електродів прямокут-
ними поодинокими імпульсами тривалістю 
0,3 мс і амплітудою від 1 до 5 П, а також 
парними стимулами з інтервалом нанесення 
від 2 до 1000 мс. ПДП відводили у фокусі 
максимальної активності за допомогою мо-
нополярного срібного кулькового електрода. 
Референтний електрод розміщували на м’я-
зах ниж ньої кінцівки [17]. Для стимуляції 
викорис товували стандартну електрофізіо-
логічну апаратуру. Реєстрували ПДП за до-
помогою аналого-цифрового перетворювача 
та персонального комп’ютера. Досліджува-
лися такі параметри ПДП: поріг, хронаксію, 
тривалість латентного періоду, загальну 
тривалість ПДП, тривалість та амплітуду 
аферентного піку, N1, N2, N3-компонентів та 
P-хвилі [18].

Для обробки результатів використову-
вали: розрахунок показників наочності у 
відсотках, середню арифметичну та похибку 
середньої (М±m). Вірогідність оцінювали за 
допомогою методів параметричної статисти-
ки (критерій t Стьюдента). Зміни показників 
вважали вірогідними при Р<0,05 та P<0,01. 
Всі експериментальні процедури були вико-
нані відповідно до Європейської директиви 
Ради співтовариств від 24 листопада 1986 р. 
(86/609/ЕЕС). 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

При дослідженні параметрів збудливості 
було встановлено, що за умов експеримен-

О.Г. Родинський, С.С. Ткаченко
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тальної менопаузи у самиць щурів значення 
порогового подразнення аферентних воло-
кон дорсальних корінців збільшилася на 
102,14±14,29% (Р<0,01). Хронаксія ПДП при 
цьому зменшувалася на 7,1±4,37 %. Проте 
ця зміна вірогідною не була (Р>0,05, рис. 1). 
Латентний період у тварин після оваріоекто-
мії зростав на 94,12±6,06% (Р<0,01, рис. 2).

При аналізі компонентів ПДП за умов 
супрамаксимальної стимуляції дорсального 
корінця спинного мозку за умов дифіциту 
естрогенів (рис. 3) було виявлено збільшен-
ня порівняно з інтактною групою амплітуди 
компонента N1 на 10,14±2,63% (Р=0,05), N2 
на 11,82±2,64% (Р<0,05), N3 на 48,28±4,65% 
(Р<0,01), та Р-хвилі на 31,58±8,0% (P=0,05). 
Амплітуда аферентного піку суттєво не 
змінювалася. Тривалість компонентів ПДП 
змінювалася різноспрямовано. Так, у N3-
компонента вона збільшилася на 26,54±5,47% 
(Р<0,05); тривалість аферентного піку збіль-
шилася на 9,38±4,29%, а N1 зменшилася на 
11,24±3,80%, проте ці зміни не були досто-
вірними (Р>0,05). Тривалість компонента N2 
та Р-хвилі, як і загальна тривалість ПДП, 
суттєвих змін не зазнавала (див. рис. 2).

Для з’ясування змін деполяризації пер-
винних аферентів спинного мозку внаслідок 
процесів пресинаптичного гальмування за 
умов експериментальної менопаузи було 
використано метод парної стимуляції [17]. 
При цьому на часовому проміжку від 2 до 
3 мс спостерігалося вірогідне збільшення, 
а з 6 по 30 мс – пригнічення N1-компонента 
другого ПДП у групі тварин з менопаузою 
(Р<0,01, рис. 4). 

Згідно з більш ранніми дослідженнями 
[18], в результаті ішемії змінювалася швид-
кість проведення в аферентних волокнах 
дорсального корінця з аналогічними зміна-
ми у пресинаптичних компонентах ПДП, 
що проявлялось у збільшенні латентності 
аферентного піку. Це може пояснювати 
збільшення латентного періоду та деяке по-
довження аферентного піку, виявлені нами в 
експериментальній групі (див. рис. 2).

Причиною гіпоксії нервових стовбурів 
може бути гіпоестрогенемія, оскільки відома 
наявність прямих судинних ефектів цих гор-
монів та їх вплив на гемодинаміку в різних 
судинних регіонах. Одним з ефектів є значне 
підвищення завдяки естрогенам утворення 
оксиду азоту NO через збільшення вмісту 
кальційзалежної синтетази оксиду азоту у 
клітинах ендотелію судин [2]. До того ж, 
маючи активні антиоксидантні властивості, 
естрогени пригнічують перекисне окиснення 
ліпопротеїдів низької щільності, окиснені 
форми яких інгібують NO. Також ці гормони, 
підвищенням транскрипції генів ферментів 
простациклінсинтетази і циклооксигена-
зи, стимулюють утворення простацикліну, 
який пригнічує вазоконстрикторні реакції 
на ендотелін-1 та зменшує пресорний ефект 
ангіотензину II [2]. Ішемія нервових шляхів, 
викликана гальмуванням чи повною відсут-
ністю вказаних вище ефектів, розвиватиметь-
ся на фоні підвищеної чутливості нервових 
структур до гіпоксії, що також може бути 
зумовлено дефіцитом естрогенів з нейропро-
текторними ефектами, значущим механізмом 
яких є їх здатність активувати ген VEGF 

Рис 1. Характер змін основних параметрів потенціалу 
дорсальної поверхні спинного мозку (I – порога; II – хро-
наксії) за умов експериментальної менопаузи: 1-інтактні 
тварини, 2-тварини з менопаузою. ** Р<0,01 – вірогідність 
порівняно з контролем
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(судинний ендотеліальний фактор росту), що 
значно підвищується в умовах гіпоксії [19].

Зафіксоване нами збільшення латентного 
періоду та порога ПДП у тварин дослідної 
групи також можна пояснити тим, що де-
структивні зміни організації мікроструктури 
аксолеми внаслідок порушення організації 
мікротрубочок аксонів, особливо в мієліні-
зованих волокнах, негативно впливають на 

збудливість і швидкість проведення імпульсу 
нервовими волокнами [16]. 

Відомо, що естрогени за допомогою ак-
тивації ERα у дорсальному розі сірої речо-
вини спинного мозку зменшують збудливу 
глутаматергічну передачу при подразненні 
аферентних волокон як Aδ- так і C-типу [12]. 
Дефіцит же естрогенів може призводити 
до зворотного ефекту, що пояснює збіль-

Рис. 2. Зміни часових характеристик потенціалу дорсальної поверхні (ПДП) спинного мозку у тварин з експериментальною 
менопаузою (2) порівняно з інтактною групою (1): I – латентний період, II – загальна тривалість ПДП, III – тривалість 
аферентного піку, IV, V, VI – N1, N2, N3-компонентів відповідно, VII – Р-хвилі ПДП. * Р<0,05 та ** Р<0,01 – вірогідність 
порівняно з контролем
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Рис. 3. Зміни амплітуди аферентного піку та постсинаптичних компонентів потенціалу дорсальної поверхні (ПДП) спин-
ного мозку у тварин з експериментальною менопаузою (2) порівняно з інтактною групою (1): I – аферентного піку; II, ІІІ, 
IV – N1, N2, N3-компонентів відповідно, V – Р-хвилі ПДП.   * Р<0,05 та ** Р<0,01 – вірогідність порівняно з контролем
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шення амплітуди компонентів N1-N3 ПДП 
спинного мозку, адже останні характеризу-
ють активність постсинаптичних структур 
заднього рога, зокрема, сегментарних (N1, 
N2) та несегментарних інтернейронів (N3) 
[18]. Також відомо, що застосування се-
лективного блокатора ERα призводить до 
збільшення частоти виникнення спонтанних 
збуджувальних постси наптичних струмів у 
нейронах желатинозної субстанції спинного 
мозку [12]. Їх часова та просторова сумація 
на інтернейронах дорсального рогу спинного 
мозку може сприяти зростанню активності 
вказаних нейронних груп, що відображається 
у зміні амплітуди відповідних N-компонен-
тів, та збільшенню кількості сегментарних 
інтерней ронів, які відповідають на подраз-
нення аферентних волокон дорсального 
корінця, про що свідчить зростання трива-
лості N3-компонента [18].

Також зростання амплітуди N-компо-
нентів може бути пов’язане зі зрушенням 
потенціалу залежності активації натрієвих 
каналів так, що для досягнення порога і 
генерації натрієвого струму нормального 
значення потрібні менші рівні деполяризації 
[20]. Спричинити це може зниження вмісту 

кальцію у крові та міжклітинній рідині, зу-
мовлене дефіцитом естрогенів [21].

Відомо, що естроген потенціює глута-
матіндуковані струми через вплив на процес 
цАМФ-залежного фосфорилювання [4], а 
селективний антагоніст ERα пресинаптично 
полегшує збуджувальну синаптичну переда чу 
до нейронів желатинозної субстанції. У цих 
умовах посилюється пресинаптичне галь-
мування первинних аферентів гальмівними 
нейронами желатинозної субстанції [12]. 
Крім того, естроген може інгібувати ГАМК і 
гліцинові рецептори [5,6]. Тому за умов дефі-
циту естрогену кількість вказаних рецепторів 
в активному стані збільшується, що також 
може створювати умови для поглиблення 
пресинаптичного гальмування.

Перелічене вище може пояснити вираже-
не пригнічення N1-компонента другого ПДП 
у дослідній групі при подвійному подразнен-
ні дорсального корінця з інтервалами 6 – 100 
мс (див. рис. 4), що може вказувати на акти-
вування пресинаптичного гальмування інтер-
нейронів IV пластини сірої речовини [22], у 
тому числі з боку желатинозної субстанції, 
нейрони якої здебільшого беруть участь у 
формуванні Р-хвилі [18,23]. На користь цьо-

Рис. 4. Зміна амплітуди N1-компонента другого потенціалу дорсальної поверхні (ПДП) спинного мозку відносно N1-
компонента першого ПДП при подразненні дорсального корінця подвоєними імпульсами з різними інтервалами у тварин 
контрольної (1) та експериментальної (2) груп. * Р<0,05 та ** Р<0,01 – вірогідність порівняно з контролем.
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го говорить відповідність проміжку з 6-ї по 
100-ту мілісекунду тривалості позитивного 
компонента першого ПДП, амплітуда якого 
у дослідній групі вірогідно збільшена порів-
няно з інтактними тваринами (див. рис. 3). 

Ще однією причиною зниження амплітуди 
N1-компонента другого ПДП є гомосинап-
тична депресія, пов`язана з виснаженням 
запасів нейромедіаторів у пресинаптичних 
терміналях та десенситизацією постсинап-
тичних мембран за умов повторного про-
ходження збудження через ті самі нейронні 
ланцюги [24]. Агоністи рецепторів естрогенів 
потенціюють аксонний транспорт через 
альтернативний негеномний сигнальний 
шлях, який реалізується внаслідок активації 
ERK-залежного внутрішньоклітинного сиг-
нального каскаду [25]. Дефіцит естрогенів 
може призвести до порушення аксонного 
транспорту, і, як наслідок, поповнення пулу 
медіатора у пресинаптичних закінченнях, що 
відобразиться на посилення гомосинаптичної 
депресії у тварин дослідної групи.

Таким чином, отримані нами результати 
дають змогу зробити висновок про різноспря-
мовані зміни у нервових структурах заднього 
рогу спинного мозку самиць щурів за умов 
нестачі естрогенів. Так, збудливість низь-
копорогових аферентних нервових волокон 
заднього корінця у тварин дослідної групи 
значно знижується. Проте активність інтер-
нейронного пулу підвищується, насамперед 
внаслідок розгальмовування несегментарних 
інтернейронів та збільшення активності ней-
ронів желатинозної субстанції у задньому 
розі, при одночасному зростанні пресинап-
тичного гальмування первинних аферентів. 
Однак сумарним ефектом довгострокової ес-
трогенної недостатності є переважання явищ 
збудження над гальмуванням та полегшення 
нервової передачі у структурах заднього 
рогу спинного мозку, що підтверджує дані, 
отримані in vitro при вивченні особливостей 
активності желатинозної субстанції за умов 
застосування селективного інгібітора естро-
генних рецепторів (Erα).

А.Г. Родинский, С.С. Ткаченко

БИОЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ  
ИНТЕРНЕЙРОНОВ СПИННОГО МОЗГА  
САМОК БЕЛЫХ КРЫС В УСЛОВИЯХ  
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ МЕНОПАУЗЫ

Анализировали особенности параметров возбудимости 
и амплитудно-временных характеристик компонентов 
потенциала дорсальной поверхности (ПДП) спинного 
мозга половозрелых самок белых крыс в условиях 
экспериментальной менопаузы. Установлено повыше-
ние порога возбуждения аферентных волокон задних 
рогов спинного мозга на 102,14% и латентного пери-
ода на 94,12% у животных после овариоектомии. В 
условиях супрамаксимальной стимуляции дорсального 
корешка L5 выявлен рост амплитуды N1-компонентов 
на 10,14%, N2 на 11,82%, N3-компонента на 48,28%, и 
Р-волны на 31,58% и увеличение продолжительности 
N3-компонента на 26,54% в экспериментальной группе. 
При стимуляции парными импульсами на временном 
промежутке от 2 до 3 мс наблюдалось достоверное 
увеличение, а с 6 по 30 мс - угнетение N1-компонента 
второго ПДП в группе животных с менопаузой. Таким 
образом, полученные нами результаты позволяют 
сделать вывод о разнонаправленных изменениях в 
возбудимости нервных структур заднего рога спинного 
мозга в условиях недостатка эстрогенов.
Ключевые слова: менопауза; потенциал дорсальной по-
верхности спинного мозга; интернейрон; крысы-самки.

A.G. Rodinsky, S.S. Tkachenko

BIOELECTRIC ACTIVITY OF 
INTERNEURONES OF SPINAL CORD IN THE 
EXPERIMENTAL MENOPAUSE IN FEMAL 
RATS

We analyzed the amplitude-time characteristics of the 
components of the potential dorsal surface of the spinal 
cord (PDS SC) in experimental menopause. The excitation 
threshold increased at 102.14% and the latent period at 
94.12% in animals with experimental menopause. In the 
context of supramaximal stimulation of dorsal root L5 
identified N1 amplitude growth at 10.14%, N2 at 11.82%, 
N3 at 48.28%, and P-wave 31.58% and to increase 
component N3 26.54% in the experimental group. At 
condition of paired stimulation pulses on the time interval 
from 2 to 3 ms there was a significant increase, and 
from 6 to 30 ms – a depression of N1-component of the 
second PDS SC in the group of animals with experimental 
menopause. Thus, our results suggest the presence of 
changes in nerve structures of the posterior horn of the 
spinal cord at conditions of estrogen deficiency.
Key words: menopause; potential of dorsal surface of spinal 
cord; interneuron; rat.
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Гормони тимуса, антиоксидантні ферменти  
та нейрогенез у нюховій цибулині щурів  
при паркінсонізмі: вплив мелатоніну
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У щурів, які отримували лише нейротоксин 6-гідроксидофамін або  у комплексі із мелатоніном, 
досліджували зв’язок порушень активності антиоксидантних ферментів головного мозку, ендокрин-
ної функції тимуса як можливих патогенетичних ланок паркінсонізму, зі зміною числа нейральних 
стовбурових клітин (НСК) у нюховій цибулині. Встановлено, що у щурів із руховою асиметрією в 
апоморфіновому тесті, що відповідає значним ушкодженням дофамінергічних нейронів чорної суб-
станції, активність супероксиддисмутази, каталази і глутатіонредуктази у стріатумі  в 1,3–1,4 
раза, а вмісту у крові тимуліну у 8 разів менше, ніж у псевдооперованих тварин (Р<0,05). Навпаки, 
у щурів без рухової асиметрії і, відповідно, частковим ушкодженням нейронів значення показників 
майже не змінювалися. Частка  nestin+-клітин у нюховій цибулині щурів із відсутністю рухової 
асиметрії збільшувалась із 91,2 до 99,3 % і залишалась такою після курсового введення мелатоніну 
(10 мг/кг, впродовж 18 діб). Курс мелатоніну щурам із циркуляторними рухами призводить до змен-
шення відсотка nestin+-клітин, що спостерігається на тлі значного зростання зниженої активності 
антиоксидантних ферментів і вмісту в крові тимуліну. Обговорюється можливість посилення у 
таких тварин диференціювання НСК нюхової цибулини в нейрональному напрямку. Обгрунтовується 
перспективність використання мелатоніну як нейропротекторного засобу в терапії паркінсонізму.
Ключові слова: паркінсонізм; антиоксидантні ферменти; тимулін; мелатонін; нейральні стовбурові 
клітини; нюхова цибулина.

ВСТУП

Хвороба Паркінсона (ХП) – одне із найбільш 
розповсюджених прогресуючих нейродегене-
ративних захворювань, при якому масова за-
гибель дофамінергічних нейронів компактної 
частини чорної субстанції середнього мозку 
призводить до дефіциту дофаміну в нео-
стріатумі та розвитку характерних моторних 
порушень [1, 2].

Загальновизнані механізми нейродегене-
рації при ХП включають розвиток оксида-
тивного стресу, нейрозапалення з активацією 
мікроглії, ушкодження шляхів деградації про-
теїнів, глутаматергічну ексайтотоксичність, 
дисфункцію мітохондрій тощо, а основним 

шляхом загибелі нервових клітин є апоптоз 
[3, 4]. Існує думка, що саме оксидативний 
стрес – один із ключових факторів ушкод-
ження клітинних мембран, органел і нуклеї-
нових кислот дофамінергічних нейронів та їх 
наступної загибелі [5]. Навпаки, у головному 
мозку на тлі зростання вмісту вільних ради-
калів та активних форм кисню зменшується 
синтез антиоксидантних ферментів [6].

Разом з тим з’являється все більше ваго-
мих доказів щодо змін імунних реакцій при 
розвитку ХП/паркінсонізму, а також значення  
активованих імунних клітин для ушкодження 
дофамінергічних нейронів після інфільтрації 
головного мозку [7, 8]. Так, встановлено, що 
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в ньому деякі субпопуляції Т-лімфоцитів, 
нейтрофіли, макрофаги, разом із мікроглією, 
синтезують такі прозапальні цитокіни, як 
туморнекротичний фактор (ТНФ)-α, інтерфе-
рон (ІФН)-γ, інтерлейкін (ІЛ)-1β, хемокіни, 
а також вивільняють активні форми кисню 
та азоту; і, навпаки, оксидативний стрес зда-
тен змінити функціонування клітин імунної 
системи. Крім того, порушення імунних 
реакцій при нейродегенеративних захво-
рюваннях може бути пов’язане з дисфунк-
цією центрального органа імунної системи 
тимуса, що нами було виявлено раніше на 
експериментальній моделі ішемії головного 
мозку [9]. Як відомо, саме в ньому утворю-
ються субпопуляції Т-лімфоцитів із різними 
функціональними властивостями. Їх дифе-
ренціювання, міграція на периферію і прояв 
функціональної активності контролюються 
гормонами тимуса, зокрема високоактивного 
тимуліну [10,11]. Цей гормон також впливає 
на функціонуванння макрофагів і виявляє 
протизапальну дію при нейрозапаленні, 
зменшуючи концентрацію ТНФ-α, ІЛ-1β, ІЛ-6 
і підвищуючи вміст ІЛ-10 [12, 13]. Як резуль-
тат впливу імунних факторів, у центральній 
нервовій системі (ЦНС) може змінитися 
нейрогенез [14, 15]. 

Відомо про можливість не тільки адап-
тивного посилення нейрогенезу, але і його 
пригнічення в основних нейрогенних ділян-
ках головного мозку тварин із нейроде-
генеративними захворюваннями [16, 17]. 
При паркінсонізмі однією із таких ділянок 
є нюхова цибулина, в яку по рострально-
му шляху мігрують нейральні стовбурові 
клітини (НСК) та прогеніторні клітини із 
субвентрикулярної зони бокових шлуночків 
[18]. Нюхову цибулину вважають унікальним 
джерелом для отримання власних НСК, що 
можуть диференціюватись у зрілі дофамінер-
гічні нейрони, астроцити і олігодендроцити 
як in vivo, так і in vitro [18, 19]. Цей орган 
пов’язаний з нюховою функцією, порушення 
якої може бути однією із ранніх преклінічних 
ознак розвитку паркінсонізму [1].

Слід зазначити, що ефективність репа-
ративних процесів у головному мозку при 
нейродегенеративних захворюваннях  знач-
ною мірою залежить від впливу факторів 
макрооточення, зокрема гормонів [19, 20]. 
Серед останніх  гормон епіфіза мелатонін 
пригнічує розвиток ХП/паркінсонізму в екс-
периментальних і клінічних умовах [21–23]. 
Він виявляє широкий спектр біологічної 
активності, показана його участь у антиок-
сидантному захисті організму [6, 24]. Так, 
цей гормон – один із найпотужніших прямих 
антиоксидантів, що поглинає ендогенні віль ні 
радикали (гідроксильний радикал, суперок-
сидний аніон-радикал, синглетний кисень, 
оксид азоту) і зберігає макромолекули клітин 
(білки, жири, ядерну та мітохондріальну 
ДНК) від окисного пошкодження. Мела-
тонін діє також як непрямий антиоксидант, 
стимулюючи активність антиоксидантних 
ферментів у головному мозку тварин із ней-
родегенеративними захворюваннями. Крім 
того, встановлено його позитивний вплив 
на порушений функціональний стан тимуса, 
баланс регуляторних субпопуляцій Т-лімфо-
цитів і активність макрофагів [25, 26]. Є дані 
щодо підсилення під впливом мелатоніну 
проліферативного потенціалу НСК головно-
го мозку та їх диференціювання у напрямку 
нейронів [22, 27, 28]. 

Мета нашої роботи – оцінити можливий 
зв’язок змін активності антиоксидантних 
ферментів у головному мозку, функціональ-
ного стану органів імунної системи та вмісту 
НСК у нюховій цибулині щурів із експери-
ментальним паркінсонізмом, а також за умов 
введення мелатоніну.

МЕТОДИКА

Досліди проводили на 36 щурах-самцях 
популяції Вістар віком від 3 до 4 міс масою 
200–250 г із розплідника віварію Інституту 
фізіології ім. О.О. Богомольця НАН Украї-
ни. Всі тварини знаходились у стандартних 
умовах віварію при природному світловому 
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режимі. Період дослідження – жовтень – тра-
вень. Біологічний матеріал для дослідів брали 
у тварин у ранкові години доби під ефірним 
наркозом. Усі роботи виконували з дотри-
манням “Європейської конвенції по захисту 
хребетних тварин, які використовуються з 
експериментальною та іншою науковою ме-
тою”, а також принципів біоетики та норм 
біологічної безпеки [29].

Моделювання геміпаркінсонізму. Для ство-
рення моделі геміпаркінсонізму використову-
вали селективний нейротоксин 6-гідроксидо-
фамін (6-ГОДА), який є важливим ендогенним 
патогенетичним фактором розвитку ХП, що 
ушкоджує дофамінергічні нейрони чорної 
субстанції середнього мозку та спричинює 
розвиток ендогенного оксидативного стресу, 
нейрозапалення і дисфункції мітохондрій 
[21, 30]. У нашому експерименті однобічне 
пошкодження дофамінергічних нейронів ви-
кликали стереотаксичною ін’єкцією у лівий 
висхідний латеральний пучок переднього 
мозку 8,0 мкг 6-ГОДА (“Sigma”, США), роз-
веденого у 4,0 мкл фізіологічного розчину, з 
додаванням 0,1%-ї  аскорбінової кислоти як 
стабілізатора, що гальмує окиснення 6-ГОДА. 
За 30 хв до мікроін’єкції нейротоксину вну-
трішньоочеревинно вводили 40 мг/кг паргіліну 
(“Sigma”, США), який пригнічує метаболічні 
перетворення 6-ГОДА моноамінооксидазою, 
і 25 мг/кг дезипраміну (“Sigma”, США), що 
блокує захоплення нейротоксину норадренер-
гічними клітинами. Усі вказані маніпуляції 
проводили під нембуталовим наркозом (50 мг/
кг, внутрішньоочеревинно, “Sigma”, США). 
Контрольній групі тварин (псевдооперовані 
щури) робили всі вищевказані маніпуляції, 
але стереотаксично вводили 4,0 мкл 0,1%-ї 
аскорбінової кислоти. 

Через тиждень після стереотаксичної 
ін’єкції 6-ГОДА у тварин за викликаною 
руховою активністю визначали ступінь одно-
бічної дегенерації дофамінергічних нейронів 
чорної субстанції [21]. Для цього щурам 
внутрішньоочеревинно вводили агоніст до-
фамінових рецепторів апоморфін (0,5 мг/кг, 

“Sigma”, США) і оцінювали циркуляторні 
рухи (число обертів за хвилину) у бік, контра-
латеральний відносно півкулі, в яку вводили 
нейротоксин. Інтенсивність таких рухів була 
індикатором ступеня однобічної дегенерації 
нігростріатної дофамінергічної системи. За 
нашими попередніми морфологічними до-
слідженнями, відсутність рухової асиметрії 
в апоморфіновому тесті (0 об/хв) відповідає 
ушкодженню в середньому близько 44 % 
дофамінергічних нейронів, а наявність ін-
тенсивних циркуляторних рухів у цьому тесті 
(понад 6 об/хв) близько 97 %. [21, 31]. 

Введення мелатоніну. Починаючи з 5-ї 
доби після проведення апоморфінового 
тесту, відповідним  групам тварин вводили 
внутрішньоочеревинно мелатонін (“Sigma”, 
США) щоденно о 18.00 упродовж 18 діб, із 
розрахунку 10 мг/кг, у 0,0001%-му розчині 
аскорбінової кислоти. Ефективність впливу 
такої дози мелатоніну на перебіг паркінсоніз-
му показана нами та іншими дослідниками 
раніше [21, 23]. Контроль – ін’єкції розчин-
ника мелатоніну за аналогічною схемою.

Експериментальні групи щурів. У роботі 
були використані такі групи тварин (у кожній 
по шість особин): інтактні; псевдооперовані; 
із введенням 6-ГОДА і розчинника мелатоні-
ну та апоморфіновим тестом відповідно 0 та 
понад 6 об/хв); із введенням 6-ГОДА і мела-
тоніну та апоморфіновим тестом відповідно  
0 та понад 6 об/хв).

Методи. Активність антиоксидантних фер-
ментів оцінювали у супернатантах гомогенатів 
стріатумів лівої півкулі головного мозку експе-
риментальних тварин (10 000 g протягом 20 хв) 
спектрофотометричними методами (спектрофо-
тометр «μQuant, Bio-Tek», США) [32]. Для 
дослідження активності супероксиддисмутази 
(СОД)  використовували метод, оснований на 
здатності ферменту пригнічувати реакцію аутоо-
киснення адреналіну (“Fluka”, Німеччина) 
в адренохром при рН 10,2. Активність СОД 
виражали в умовних одиницях із розрахунку 
на 1 мг білка за 1 хв. Активність катала-
зи визначали з кінетики руйнування Н2О2 
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(“Riedel-deHaën”, Німеччина) і виражали в 
мікромолях утилізованої Н2О2 на 1 мг білка 
за 1 хв.  Активність глутатіонпероксидази 
(ГП) і глутатіонредуктази (ГР) вимірювали 
за зменшенням НАДФH (“Sigma”, США) у 
сполученій глутатіонредуктазній реакції з 
додаванням у реактивну суміш відповідних 
реагентів і виражали в наномолях окисненого 
НАДФH на 1 мг білка за 1 хв. Вміст білка у 
стріатумі вимірювали за методом Лоурі.

Вміст тимуліну у сироватці крові оці-
нювали за методом Bach та співавт. [33], 
який оснований на відновленні чутливості 
спонтанних розеткоутворювальних клітин се-
лезінки  мишей із вилученим тимусом до азо-
тіоприну (“Sigma”, США). Сироватку тварин 
пропус кали через ультрафільтр CF-25 фірми 
“Amicon” (США) для видалення високомо-
лекулярного інгібітора тимуліну. Результати 
наводили у вигляді log2 титру гормону. 

У щурів вимірювали масу селезінки та 
підраховували кількість життєздатних ядров-
місних клітин в органі за допомогою 0,2%-
го розчину трипанового синього. Наявність 
НСК визначали в культурі нюхової цибулини 
за їх здатністю утворювати нейросфери та 
експресувати маркер nestin [20]. Для цього 
нюхову цибулину виділяли з головного моз-
ку щурів під контролем стереомікроскопа. 
Надалі, за власним протоколом, суспензію 
клітин, отриману після інкубації біоптату 
при 37°С з ферментами (0,05%-на проназа 
та 0,05%-на колагеназа ІА), центрифугували 
у десятикратному об’ємі холодного фосфат-
ного буфера (ФБ; “Sigma”, США) впродовж 
10 хв при 800 g та +4°С. Осад ресуспенду-
вали та клітини вносили до покритих кола-
геном І типу чашок Петрі діаметром 35 мм 
у середовищі росту такого складу: базальне 
середовище Neuronal Base Medium, 1%-й 
розчин антибіотиків/антимікотиків (“РАА”, 
Австрія), 10%-на ембріональна теляча си-
роватка, L-глутаміну – 2ммоль/л, 20 нг/мл 
bFGF (фактор росту фібробластів) та 20 нг/мл 
EGF (епідермальний фактор росту) (“Sigma”, 
США). При досягненні субконфлуентного 

стану клітини знімали трипсином-ЕДТА 
(“Sigma”, США) та пересівали в покритий 
колагеном І типу флакон Т25.  Для оцінки  на 
здатність до утворення нейросфер використо-
вували культури першого пасажу. Для цього 
при 70-80% моношарі клітини  знімали  та 
вносили до чашок Петрі діаметром 35 мм для 
суспензійних культур у концентрації 10 000 
клітин/мл у 2 мл  середовища росту такого 
складу: базальне середовище DMEM/F12, 
2 %-ї поживної добавки В27 (“Gibco”, США), 
2 ммоль/л L-глутаміну, 20 нг/мл bFGF і 20 нг/мл 
EGF та культивували впродовж 14 діб.

Для оцінки відсотка nestin+-клітин у куль-
турі нюхової цибулини їх фіксували протягом 
10 хв при кімнатній температурі додаванням 
100 мкл 4%-го розчину параформальдегіду на 
0,1 М ФБ з рН7,4. Потім  1-2 рази відмивали 
ФБ та пермеабілізували протягом 15 хв до-
даванням 100 мкл Perm/Wash buffer з подаль-
шим відмиванням тим самим буфером. Для 
визначення nestin+-клітин використовували 
мишачі анти-nestin моноклональні антитіла 
(МАТ), мічені фікоеритрином (“Becton 
Dickinson”, США) у розведенні 1:50, згідно 
з рекомендаціями фірми-виробника. Клітини 
(1,0∙106) інкубували з МАТ упродовж 60 хв 
при кімнатній температурі. Безпосередньо 
перед аналізом додавали розчин FACSFlow 
для проточної цитометрії та аналізували на 
проточному цитофлюориметрі-сортері BD 
FACSAria (“Becton Dickinson”, США). 

Статистичну обробку результатів прово-
дили за критерієм t Стъюдента [34].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Активність антиоксидантних ферментів у 
стріатумі щурів із моделлю геміпаркінсоніз-
му та її зміни після введення мелатоніну. 
В експериментальних групах тварин нами 
досліджена активність таких ключових фер-
ментів антиоксидантного захисту організму, 
як СОД, каталаза, ГП та ГР [32]. При цьому 
активність антиоксидантних ферментів у 
групах інтактних і псевдооперованих тварин 
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практично не відрізнялася (Р>0,05). Актива-
ція СОД є першою ланкою антиоксидантного 
захисту; цей фермент переводить суперок-
сидний аніон-радикал в електронейтральну 
форму Н202, подальше перетворення якої до 
Н20 контролюється каталазою і ГП. Нами 
встановлено суттєве зменшення активності 
СОД і каталази у стріатумі дослідних щурів 
із циркуляторними рухами відносно псевдоо-
перованих тварин (рис.1). У  тварин спостері-
гається також значне зниження активності 
ГР, яка відповідає за відновлення окисненого 
глутатіону в реакції, що каталізує ГП. Слід 
зазначити, що ступінь зниження активно-
сті антиоксидантних ферментів у стріатумі 
щурів, яким вводили нейротоксин 6-ГОДА, 
збігається із вираженістю ушкодження до-
фамінергічних нейронів чорної субстанції.

Ін’єкції мелатоніну щурам із руховою 
асиметрією у апоморфіновому тесті віднов-
люють знижену активність більшості анти-
оксидантних ферментів до рівня псевдоопе-
рованих тварин (див. рис.1). Спостерігається 
підсилення активності саме СОД і каталази, 
які формують єдину координовану пару в 
своїй антиоксидантній діяльності [32]. Дія 
мелатоніну на активність цих ферментів ре-
алізується на генетичному рівні підсиленням 
експресії mRNA [6]. При цьому він поперед-
жує індукцію прооксидантного фермента 
мітохондріальної індуцибельної NO-синтази 
у клітинах чорної субстанції і стріатума ми-
шей із моделлю ХП [35]. Оскільки дисфунк-
ція мітохондрій – важлива патогенетична 
ланка ХП/паркінсонізму, треба відмітити 
протекторно-пригнічувальну дію мелатоні-

Рис.1 Активність супероксиддисмутази (а), каталази (б), глутатіонпероксидази (в), глутатіонредуктази (г) у стріатумі 
щурів: 1 – псевдооперовані, 2 – без рухової асиметрії в апопорфіновому тесті, 3 – із руховою асиметрією, 4 – без  ру-
хової асиметрії та із введенням мелатоніну, 5 – із руховою асиметрією та введенням мелатоніну; *Р<0,05 порівняно із 
псевдооперованими тваринами
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ну на пори мітохондрій [6]. Доведено, що їх 
відкривання за умов дії вільних радикалів 
супроводжується виходом у цитозоль цитох-
рому С, який активує цитоплазматичні каспа-
зи, що призводить до підсилення останніми 
протеолізу клітинних білків і сприяє розвитку 
апоптозу клітин нервової системи. 

Отже, завдяки широкому спектру анти-
оксидантних властивостей, мелатонін здатний 
стримувати дегенерацію дофамінергічних 
нейронів, яка викликана у щурів переважно 
вільнорадикальним окисненням у результаті 
введення 6-ГОДА. Нами раніше виявлена 
подібна здатність мелатоніну при його введен-
ні тваринам перед експериментальним моде-
люванням геміпаркінсонізму [21]. Позитивний 
вплив гормону саме за умов зміни активності 
антиоксидантних ферментів узгоджується з 
даними літератури щодо модулювальної дії на 
порушені функції організму [6, 25, 26].

Функціональний стан тимуса і селезінки у 
тварин із моделлю геміпаркінсонізму та вплив 
на нього мелатоніну. Встановлено, що ендо-
кринна функція тимуса у псевдооперованих 
щурів пригнічується порівняно з інтактними 
тваринами, що можна пояснити реакцією зало-
зи на оперативне втручання (рис.2). У дослід-
них щурів із циркуляторними рухами вміст у 
крові тимуліну суттєво зменшується відносно 
псевдооперованих тварин. Після курсу мела-
тоніну вміст гормону зростає (Р<0,05) у щурів 
обох дослідних груп до значень інтактних 
тварин (див. рис.2). Маса селезінки у щурів 
інтактних, псевдооперованих та дослідних із 
руховою асиметрією становить 733,2+90,7, 
564,6+66,3 і 487,1+29,9 мг відповідно; при 
цьому різниця між першою і останньою 
групами вірогідна. Кількість ядровмісних 
клітин у селезінці була (946,4+157,4)·106, 
(680,8+158,8)·106 і (559,9+118,8)·106 відповід-
но. У дослідних щурів із руховою асиметрією, 
які отримували мелатонін, маса селезінки 
637,5+71,1 мг і чис ло в ній ядровмісних клітин 
(763,6+130,8)·106 збільшувались і наближу-
валися до значень у інтактних тварин. Тобто 
після введення мелатоніну спостерігаються 

позитивні зміни функціонування тимуса, а 
також клітинності селезінки, яку вважають 
інтегральним показником, що  значною мірою 
віддзеркалює стан таких процесів в імунній 
системі, як проліферація, міграція та диферен-
ціювання лімфоїдних клітин [10]. 

Таким чином,  встановлено, що функ-
ціональний стан тимуса погіршується при 
6-ГОДА-індукованому пошкодженні нігро-
стріатної дофамінергічної системи; при цьо-
му ступінь пригнічення ендокринної функції 
залози у тварин із геміпаркінсонізмом уз-
годжена з вираженістю дегенеративних змін 
дофамінергічних нейронів чорної субстанції. 
Існування двобічного зв’язку дефіциту дофа-
міну головного мозку і гіпофункції тимуса 
доводять такі факти. Як відомо, дофамін 
– один із важливих нейромедіаторів ЦНС, 
який впливає не тільки на рухову активність, 
але й функціонування ендокринної та імун-
ної систем організму [36]. Оскільки він не 
проникає через гематоенцефалічний бар’єр, 
механізм порушень функцій периферичних 
імунних клітин при паркінсонізмі пов’язують 
як зі змінами кількісних відношень мозкового 
дофаміну з іншими нейромедіаторами із іму-
носупресивними властивостями (наприклад, 
метенкефаліном), так і його опосередкованим 
впливом на лімфоцити через деякі гормони 
гіпоталамо-гіпофізарної системи (зокрема, 

Рис. 2. Вміст тимуліну в крові щурів із моделлю геміпар-
кінсонізму та його зміни після введення мелатоніну: 1 
– інтактні, 2 – псевдооперовані, 3 –без рухової асиметрії 
в апопорфіновому тесті, 4 – із руховою асиметрією, 5 – 
без рухової асиметрії та із введенням мелатоніну, 6 – із 
руховою асиметрією та введенням мелатоніну; Р<0,05 
порівняно: * з інтактними, ** з псевдооперованими, #  без 
рухової асиметрії у апоморфіновому тесті, ## із руховою 
асиметрією
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адренокортитропний та соматотропний гор-
мони тощо) [36]. При цьому ми не виключає-
мо можливості реалізації ефекту вказаних 
гормонів на лімфоцити на рівні секреторного 
компонента тимуса, в якому знаходяться ре-
цептори до останніх [11, 37].

У свою чергу існує зворотна дія про-
дуктів імунної системи на концентрацію 
дофаміну в ЦНС [36, 38]. Так, показано, що 
ІЛ-2 у фізіологічній концентрації стимулює 
in vitro дозозалежним способом вивільнен-
ня дофаміну нейронами головного мозку, а 
трансформуючий фактор росту α є нейротро-
фічним in vitro для дофамінергічних нейронів 
середнього мозку. Враховуючи біологічні 
властивості тимуліну, можна припустити і 
його участь у зворотній дії факторів імунної 
системи на вміст дофаміну у ЦНС. При цьому 
має значен ня безпосередній вплив гормону 
на син тез прозапальних цитокінів у голов-
ному мозку тварин із експериментальною 
моделлю нейрозапалення за допомогою NF-
kB-залежного механізму [12]. Зниження вмісту 
тимуліну в крові щурів із геміпаркінсонізмом  
– важлива патогенетична ланка формування у 
лімфоїдних органах дисбалансу регулятор них 
Т-лімфоцитів у бік накопичення Т-супресорів, 
які після міграції у головний мозок здатні чи-
нити пряму цитотоксичну дію на нейрони [8, 
36]. Ми вважаємо, що виявлений нами факт 
стійкої тенденції до зменшення маси селезінки 
та числа в ній ядровмісних клітин частково по-
яснюється посиленням міграції периферичних 
Т-лімфоцитів у головний мозок. 

Активація ендокринної функції тимуса пі-
сля введення мелатоніну може забезпечуватися 
його безпосереднім впливом на секреторний 
компонент залози [26, 37]. Крім того, мелатонін 
підвищує число Т-хелперів у лімфоїдних орга-
нах, діючи через рецептори в цих клітинах [22]. 
Як результат, у щурів із геміпаркінсонізмом 
відновлюються внутрішньосистемні зв’язки, і, 
не виключено, вміст різних Т-субпопуляційний 
лімфоцитів у селезінці. 

Число НСК у культурі нюхової цибулини 
тварин із моделлю геміпаркінсонізму та за 

умов введення мелатоніну. Із нюхової цибули-
ни щурів  були отримані культури клітин, які 
спроможні до швидкої проліферації, а за спе-
ціальних гіпоадгезивних умов культивування 
– до росту з формуванням нейросфер (рис.3).

Аналіз культур клітин нюхової цибулини 
першого пасажу методом протокової цитоме-
трії показав суттєве зростання частки nestin+-
клітин у дослідних щурів без рухової асиметрії 
порівняно з псевдооперованими тваринами, 
тоді як у щурів із її наявністю підвищення 
значень показника було неіс тотним (рис.4). 
Курс мелатоніну зберігає підвищений відсоток 
nestin+-клітин у щурів без рухової асиметрії; 
у щурів із циркуляторними рухами частка цих 
клітин практично не відрізнялася від значень у 
псевдооперованих тварин (див. рис.4) .

Встановлене нами зростання відсотка 
НСК у нюховій цибулині щурів узгоджуєть-
ся з даними літератури [18]. Разом з тим 
ми спостерігали значне збільшення частки 
цих клітин  саме у тварин без рухової асиметрії 
в апоморфіновому тесті. Характерно, що менш 
виражене підвищення відсотка НСК у нюховій 
цибуліні дослідних щурів із циркуляторними 
рухами, на відміну від щурів із їх відсутністю, 

Рис 3. Біологічні властивості нейральних стовбурових 
клітин із культури клітин нюхової цибулини:  а – первинна 
культура клітин; б – культура клітин першого пасажу; в і 
г – здатність клітин нюхової цибулини до росту у вигляді 
нейросфер через 72 год і 14 діб культивування відповідно. 
Фазово-контрастна мікроскопія. Масштабний відрізок 
50 мкм
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збігалося з інтенсивним зниженням активності 
антиоксидантних ферментів у стріатумі, а також 
вмісту в крові тимуліну. Тобто при експеримен-
тальному геміпаркінсонізмі активація нейроге-
незу, зокрема посилення проліферації НСК у 
нюховій цибулині, спостерігається на тлі віднос-
но збереженого стану антиоксидантного захисту 
головного мозку та функціонування тимуса. 

Ми припустили, що застосування при 
паркінсонізмі фармакологічних засобів, які 
спроможні одночасно вплинути на актив-
ність факторів імунної системи та анти-
оксидантного захисту, може спричинити і 
нейропротекторний ефект. Так, за даними 
літератури, позитивний вплив мелатоніну 
на етапи нейрогенезу у головному мозку 
пов’язаний не тільки з комбінацією анти-
оксидантного і антиапоптотичного ефек-
тів, але й посиленням проліферативного 
потенціалу НСК та їх диференціювання у 
нейрони, зміною активності та/або вмісту 
деяких факторів мікрооточення (зокрема, 
BDNF, нейротрофічний фактор головного 
мозку), які важливі для виживання нейраль-
них клітин та утворення нових нейронів [22, 
27]. Дійсно, нами встановлено, що курсове 
введення мелатоніну підтримує підвищений 
вміст НСК у нюховій цибулині дослідних 
щурів без рухової асиметрії. Дія мелатоніну 
на НСК цього органа може реалізуватися 
не тільки безпосередньо, через рецептори, 
але й опосередкована антизапальним ефек-
том тимуліну в ЦНС. При цьому показано 

зменшення проліферативного потенціалу 
НСК у головному мозку за умов зростання 
концентрації таких прозапальних цитокінів, 
як TНФ-α, IЛ-1β [14].

Разом з тим відсоток НСК у нюховій цибу-
лині дослідних тварин із руховою асиметрією 
зменшувався після введення мелатоніну до 
значень псевдооперованих тварин. З одного 
боку, відомо щодо зменшення числа та/або 
афінності рецепторів до мелатоніну в різних 
тканинах організму, в тому числі у нейроген-
них зонах головного мозку при прогресуванні 
ХП [6, 22]. З іншого боку, ми припускаємо, що 
подібний напрямок змін частки НСК у нюховій 
цибулині таких щурів після введення мела-
тоніну можна пояснити посиленням їх дифе-
ренціювання у бік нейронів. Таке припущення 
базується, по-перше, на даних літератури щодо 
нейропротекторних властивостей мелатоніну 
при ХП/паркінсонізмі [21–23]. По-друге, за 
нашими результатами, таким змінам нейроге-
незу може сприяти активація мелатоніном ме-
ханізмів, які спрямовані на зменшення проявів 
оксидативного стресу і нейрозапалення при 
паркінсонізмі. Крім того, у  дослідних тварин, 
що отримували мелатонін, абсолютний вміст 
nestin+-клітин у культурі нюхової цибулини 
менше, ніж у щурів, яким не вводили мела-
тонін, а також у псевдооперованих (0,96.106, 
1,26.106 і 1,3.106, відповідно). В подальшому 
нами буде досліджена здатність НСК нюхової 
цибулини до диференціювання у нейрональ-

Рис. 4 Фенотипування культур нюхової цибулини першого пасажу (а) від тварин різних  груп (б) на наяв-
ність nestin+- клітин: 1 – псевдооперовані, 2 – без рухової асиметрії в апопорфіновому тесті, 3 – із руховою 
асиметрією, 4 – без  рухової асиметрії та із введенням мелатоніну, 5 – із руховою асиметрією та введенням 
мелатоніну; *Р<0,05 порівняно із псевдооперованими тваринами
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ному напрямку з одночасною оцінкою нюхової 
функції  та структурних змін у чорній субстан-
ції при експериментальному паркінсонізмі, а 
також за умов введення мелатоніну.

Таким чином, у результаті досліджень 
виявлена узгодженість змін деяких етапів 
нейрогенезу в нюховій цибулині зі станом 
антиоксидантного захисту головного мозку і 
функціональною активністю органів імунної 
системи, а також показана можливість участі 
мелатоніну у таких взаємодіях. 

Використання в експерименті щурів як 
із частковим, так і значним ушкодженням 
дофамінергічних нейронів чорної субстанції 
дало змогу оцінити зміни досліджених по-
казників на етапах розвитку паркінсонізму, 
які значною мірою відповідають преклініч-
ній стадії захворювання із розвитком ком-
пенсаторних процесів у головному мозку, 
а також його прогресії з появою моторних 
порушень [1]. Мелатонін виявив ефект у 
щурів обох дослідних груп, хоча напрямок 
його переважного впливу на етапи нейро-
генезу може мати особливості залежно від 
стадії розвитку захворювання. У механізмі 
нейропротекторного ефекту мелатоніну при 
паркінсонізмі має значення його позитивний 
вплив на досліджені патогенетичні ланки 
захворювання. Отже, мелатонін можна роз-
глядати як перспективний засіб у схемах 
індивідуалізованої терапії паркінсонізму з 
урахуванням стадії захворювання та схеми 
його застосування.

И.Ф. Лабунец, С.А.Таланов, Р.Г. Васильев, 
А.Е. Родниченко, Н.А. Утко, И.А. Кузьминова, 
Б.С.Копьяк, Е.В. Подъяченко, В.Ф. Сагач,  
Г.М. Бутенко

ГОРМОНЫ ТИМУСА, АНТИОКСИДАНТ-
НЫЕ ФЕРМЕНТЫ И НЕЙРОГЕНЕЗ В 
ОБОНЯТЕЛЬНОЙ ЛУКОВИЦЕ КРЫС ПРИ 
ПАРКИНСОНИЗМЕ: ВЛИЯНИЕ МЕЛАТО-
НИНА

У взрослых крыс, получавших нейротоксин 6-гидроксидо-
фамин самостоятельно или в сочетании с мелатонином, ис-
следовали связь нарушений активности антиоксидантных 

ферментов головного мозга, эндокринной функции тимуса 
как возможных патогенетических звеньев паркинсонизма, 
с изменением числа нейральных стволовых клеток (НСК) 
в обонятельной луковице. Установлено, что у крыс с двига-
тельной асимметрией в апоморфиновом тесте, что соответ-
ствует значительным повреждениям дофаминергических 
нейронов черной субстанции, активность в стриатуме 
супероксиддисмутазы, каталазы и глютатионредуктазы в 
1,3-1,4 раза, а содержания в крови тимулина в 8 раз ниже, 
чем у ложнооперированных животных (Р<0,05) Напротив, 
у крыс с отсутствием двигательной асимметрии, а значит, 
частичным повреждением нейронов, показатели практи-
чески не изменялись. Доля nestin+-клеток в обонятельной 
луковице крыс с отсутствием двигательной асимметрии 
увеличивалась с 91,2  до 99,3% и оставалась такой после 
курсового введения мелатонина (10 мг/кг, в течение 18 
сут). Курс мелатонина крысам с циркуляторными дви-
жениями приводит к уменьшению доли nestin+-клеток, 
что наблюдается на фоне значительного увеличения 
сниженной активности антиоксидантных ферментов и 
содержания в крови тимулина. Обсуждается возможность 
усиления у таких животных дифференцировки НСК обо-
нятельной луковицы в нейрональном направлении. Обо-
сновывается перспективность применения мелатонина как 
нейропротекторного средства в терапии паркинсонизма.
Ключевые слова: паркинсонизм; антиоксидантные фер-
менты; тимулин; мела тонин; нейральные стволовые 
клетки; обонятельная луковица.

I.F.Labunets1, S.A. Talanov2, R.G. Vasilyev1,  
A.E. Rodnichenko1, N.A. Utko1, I.A. Kyzminova1, 
B.S.Kopjak2, E.V. Podjachenko1, V.F.Sagach2,  
G.M. Butenko1

THYMIC HORMONES, ANTIOXIDANT  
ENZYMES AND NEUROGENESIS OF BUL-
BUS OLFACTORIUS IN RATS WITH  PAR-
KINSONISM: THE EFFECT OF MELATONIN

The adult rats received both neurotoxin 6-hidroxidophamine 
and neurotoxin and melatonin. It was investigated a link 
between the disturbances of the brain antioxidant enzymes 
activity and thymic endocrine function, as possible patho-
genic factors of parkinsonism, with changes in the number of 
neural stem cells (NSC) in the bulbus olfactorius. Rats with 
motor asymmetry in the apomorphine test and significant 
damage of the dopaminergic neurons in the substantia nigra 
have decreased levels of superoxide dismutase, catalase and 
glutathione peroxidase activities in striatum (1.3-1.4 times) 
and blood thymulin content (8 times) compared to control 
group. On the contrary, examined indices were not changed 
in rats without motor asymmetry and correspondingly partly 
damaged neurons. The number of nestin+-cells in the bulbus 
olfactorius of rats without motor asymmetry increased from 
91.2% to 99.3% and remained unchanged after melatonin 
administration course (10 mg/kg during 18 days). Melatonin 
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administration resulted in the decrease in the number of 
nestin+-cells along with significant elevation of the decreased 
antioxidant enzymes activity and blood thymulin content in 
rats with circulatory movements. Possibilities of the enhance-
ment of NSC differentiation in bulbus olfactorius into neuronal 
direction in such animals has been discussed. The conclusion 
about the potential use of melatonin as a neuroprotector in 
parkinsonism therapy has been made. 
Key words: parkinsonism; antioxidant enzymes; thymulin; 
melatonin; neural stem cells;, bulbus olfactorius
1Institute of Genetic and Regenerative Medicine of the 
National Academy of Medical Sciences of Ukraine;  
2O.O. Bogomoletz Institute of Physiology, National Acad-
emy of Sciences of Ukraine, Kyiv
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Морфофункціональний стан щитоподібної залози 
після введення мелатоніну
Р.В. Янко 
Інститут фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України, Київ; e-mail: biolag@ukr.net

Досліджували морфофункціональний стан щитоподібної залози (ЩЗ) молодих щурів лінії Вістар 
після введення екзогенного мелатоніну у весняний і осінній періоди. Мелатонін тварини отримували 
щодня протягом 28 діб у дозі 5 мг/кг. У дослідних груп виявлено збільшення середньої площі попе-
речного перерізу фолікулів на 31 % і колоїду на 30 % (навесні), внутрішнього діаметра фолікулів, 
зниження площі та висоти фолікулярного епітелію на 12 % (восени). Також у тварин відмічена 
незначна наявність у колоїді резорбційних вакуолей, зниження фолікулярно-колоїдного індексу і 
зростання індексу накопичення колоїду, зменшення кількості інтерфолікулярних острівців. Введення 
мелатоніну у весняний період знизило кількість елементів сполучної тканини, тоді як при осінньому 
впливі, навпаки – істотно збільшилася ширина міжчасткової (на 12 %), міжчасточкової (на 17 
%) і міжфолікулярної (на 31 %) сполучної тканини в ЩЗ. Мелатонін у весняний період призвів до 
більш істотних змін в структурі залози порівняно з осіннім періодом. За більшістю досліджуваних 
показників як у весняний, так і в осінній періоди він знижує функціональну активність і фізіологічну 
регенерацію ЩЗ.
Ключові слова: мелатонін; щитоподібна залоза.
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ВСТУП

В останні роки взаємозв’язку епіфіза та 
щитоподібної залози (ЩЗ) приділяють ве-
лику увагу, проте багато питань відносно 
цієї проблеми залишаються до кінця не 
вирішеними [1, 2]. Літературні дані, при-
свячені впливу мелатоніну на стан ЩЗ, 
досить неоднозначні і часто суперечливі. 
У більшості праць показано, що підшкірне, 
внутрішньоочеревинне, внутрішньовенне і 
навіть внутрішньошлуночкове його введення 
пригнічує функціональну активність залози, 
знижує концентрацію тиреоїдних гормонів у 
сироватці крові [3–5]. Інші автори надають 
мелатоніну роль стимулювального фактора 
на ЩЗ [6]. Так, Геворкян з співавт. [7] ви-
явив, що ін’єкції мелатоніну (протягом 10 
діб) в дозі 0,05 та 0,5 мг/кг підвищують се-
крецію тиреоїдних гормонів у старих щурів. 
При цьому збільшується відносна кількість 
тироцитів з диплоїдними ядрами, що можна 

розцінювати як «омолодження» ЩЗ. Інша 
група вчених спостерігала гіпофункцію ЩЗ пі-
сля перебування кролів в умовах цілодобового 
освітлення, яке пригнічує синтез мелатоніну. 
А після введення екзогенного мелатоніну чи 
поміщення тварин на фізіологічний світловий 
цикл, функція залози повертається до норми 
[8]. Dzerzhynsky та співавт. [9] дослідили, що 
мелатонін покращує синтетичну активність 
ЩЗ, опосередковуючи свій вплив через імунну 
систему. А група вчених на чолі з Siegrist [10] 
не виявила змін у концентрації тироксину в 
крові після 6-місячного його введення. Така 
неоднозначність може бути пов’язана з вико-
ристанням в експериментах тварин різного 
виду та віку [11]. Велике значення має доза 
та тривалість введення мелатоніну [5, 9]. Цей 
гормон має добові та сезонні коливання ритмів 
секреції [12, 13]. Тому проведення досліджень 
у різну пору року та час доби також може при-
зводити до отримання протилежних результатів.
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Мета нашої роботи – дослідити та порів-
няти зміни морфофункціональних показників 
активності ЩЗ молодих щурів після введення 
мелатоніну в весняний та осінній періоди.

МЕТОДИКА

Дослідження проведено на 48 щурах-самцях 
лінії Вістар віком 3 міс у весняний (квітень) та 
осінній (листопад) періоди. Тваринам дослід-
них груп щодня перорально вводили екзоген-
ний мелатонін о 10.00 “Unipharm Inc., США” 
в дозі 5 мг/кг. Щури всіх груп перебували в 
уніфікованих умовах зі стандартним раціо-
ном харчування та природним циклом світло/
темрява. Тривалість експерименту становила 
28 діб. Щури були розділені на чотири групи: 
І і ІІІ групи – інтактні тварини у весняний 
та осінній періоди відповідно, ІІ – щури, які 
отримували екзогенний мелатонін у весняний 
період та ІV – тварини, які зазнавали введення 
мелатоніну в осінній період. Роботу із щура-
ми проводили з дотриманням міжнародних 
принципів Європейської конвенції про захист 
хребетних тварин, які використовуються для 
експериментальних та інших цілей.

Функціональну активність, фізіологічну 
ре генерацію та стан сполучної тканини (СТ) 
у па рен хімі ЩЗ оцінювали за допомогою 
гістоло гічних, морфометричних і морфоло-
гічних методів дослідження. Із ЩЗ виготов-
ляли гістологічні препарати за стандартною 
методикою: фіксували в рідині Буена, зневод-
нювали у спиртах зростаючої концентрації 
(від 70 до 96°) та діоксані. Отримані зразки 
заливали в парафін. Парафінові зрізи, зав-
товшки 5 – 6 мкм, виготовляли на санному 
мікротомі, фарбували гематоксиліном Бемера 
та еозином. Для візуалізації елементів СТ 
застосовували методи дво- та трикольорового 
забарвлення за Ван-Гізоном та Массоном [14]. 
З використанням цифрової камери мікропре-
парати фотографували на мікроскопі «Nicon» 
(Японія). Морфометрію здійснювали за до-
помогою комп`ютерної програми «Image J». 

На гістологічних зрізах ЩЗ вимірювали: 

площу поперечного перерізу фолікула, колої-
ду та фолікулярного епітелію, зовнішній та 
внутрішній діаметр фолікулів, висоту фоліку-
лярного епітелію, ширину міжчасткової, між-
часточкової та міжфолікулярної сполучної 
тканини. Підраховували кількість тироцитів 
у фолікулі, визначали фолікулярно-колоїдний 
індекс та індекс накопичення колоїду [15, 16].

Статистичну обробку здійснювали мето-
дами варіаційної статистики за допомогою 
комп’ютерної програми Statistica 5.0. Вірогід-
ність різниці між контрольними і дослідними 
групами оцінювали за критерієм t Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Виявлено, що щури після введення мелатоні-
ну мають не змінену структуру ЩЗ зі збере-
женням її основних структурних елементів. 
Паренхіма залози розділяється на центральну 
і периферичну зони. ЩЗ інтактних тварин мі-
стить фолікули овальної та видовженої фор ми 
різ ного розміру (рис. 1). Показано, що розмір 
фолікулів дещо залежить від пори року. Так, 
якщо фолікули весною в середньому мають 
площу 2466 мкм2, то восени вона становить 
2899 мкм2 (таблиця).

Виявлено розбіжності в отриманих морфо-
метричних показниках стану ЩЗ у дослідних 
групах щурів. Так, у тварин, після дії мелатоні-
ну у весняний період, спостерігали вірогідне 
зростання площі поперечного перерізу фоліку-
ла та його колоїду на 31 і 30 % відповідно 
порівняно з контролем. У щурів, яким вводили 
мелатонін в осінній період, площа фолікулів та 
колоїду залишалася на рівні контрольних зна-
чень (таблиця). Зростання розмірів фолікулів 
може вказувати на зниження активності ЩЗ. 
У малоактивному стані до її складу входять 
фолікули переважно великого розміру внаслі-
док депонування гормонів у середині фолікула, 
збільшення об’єму колоїду [15].

Фолікулярний епітелій утворений ти-
роцита ми, які складають основну масу па-
рен хіми ЩЗ. Форма тироцитів залежить від 
функціонального стану залози. При нор-

Р.В. Янко
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мофункції вони мають кубічну форму, при 
гіпофункції стають пласкими, а при гіпер-
функції – набувають призматичної форми 
[16]. Показано, що тироцити контрольних 
груп переважно кубічної, рідше пласкої (у 
великих фолікулах через розтягнення стінки) 
чи призматичної форми (переважно у дрібних 
фолікулах). Висота тироцитів у тварин ін-
тактної групи весною і восени в середньому 
становить 9,8 і 9 мкм відповідно. 

У щурів, після введення мелатоніну, ти-
роцити мали кубічну, рідше пласку форму з 
середньою висотою 10,5 мкм (весною) та 8 
мкм (восени). Площа фолікулярного епітелію 
у тварин дослідної групи весною зросла 
на 32 % порівняно з контролем (пов’язано 
з пропорційним збільшенням площі самих 
фолікулів). Щури, які отримували мелатонін в 
осінній період, мали вірогідне зниження площі 
фолікулярного епітелію на 12 % порівняно 
з контролем. В ЩЗ тварин дослідних груп 

відмічено зростання внутрішнього діаметра 
фолікулів на 24 % (Р<0,05) – після введення 
мелатоніну у весняний період та на 3 % – після 
осіннього експерименту (таблиця). Збільшення 
внутрішнього діаметра фолікулів, зниження 
висоти тироцитів і площі фолікулярного епі-
телію вказує на пригнічення активності залози. 

У просвіті фолікулів накопичується ко-
лоїд, що являє собою гомогенну в’язку рі-
дину, яка містить переважно тиреоглобулін. 
Залежно від активності ЩЗ, колоїд буває 
щільним, помірної щільності чи пінистим. 
Так, при нормофункції колоїд помірної кон-
систенції, в ньому візуалізуються ділянки 
резорбції, що свідчить про секрецію гор-
монів. При гіпофункції він стає щільним, 
без явно виражених резорбційних зон, що 
говорить про депонування великої кількості 
гормонів. При гіперфункції його кількість 
різко зменшується, нерідко він стає пінистим, 
з’являється багато резорбційних вакуолей 

Морфофункціональний стан щитоподібної залози після введення мелатоніну

Рис. 1. Зріз лівої частки щитоподібної залози інтактної тварини (а) та щура, який зазнавав введення мелатоніну у весня-
ний період (б). Забарвлення за методом Ван-Гізона. Збільшення у 200 разів; в – мікрофотографія фолікула: 1 – тироцит; 
2 – колоїд; 3 – резорбційні вакуолі. Забарвлення за методом Ван-Гізона. Збільшення у 400 разів

а б в
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Морфометричні показники щитоподібної залози після введення екзогенного мелатоніну (M±m, n=12)

Показники Весна Осінь
Контроль Дослід Контроль Дослід

Площа, мкм2

     фолікула 2466±189 3236±143* 2899±224 2778±207
     колоїду 1122±135 1462±87* 1424±195 1485±126
     фолікулярного епітелію 1344±93 1774±107* 1475±37 1293±36*
Діаметр фолікула, мкм
     зовнішній 57,4±2,56 68,1±2,62* 57±2,27 56±2,35
     внутрішній 37,9±2,54 47,1±2,51* 39±2,32 40,1±2,41
Висота тироцитів, мкм 9,8±0,28 10,5±0,67 9±0,16 8±0,14*

*Р<0,05 порівняно з контролем.
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[15]. Показано, що в інтактних тварин колоїд у 
фолікулах має рівномірне рожеве забарвлення, 
помірної консистенції з резорбційними вакуо-
лями. Колоїд фолікулів дослідних груп тварин 
помірної щільності, іноді щільний з поодино-
кими резорбційними вакуолями. Відмічено 
збільшення його площі на 30 % (Р<0,05) – після 
введення мелатоніну у весняний період та на 
4 % – при осінньому експерименті порівняно 
з контролем. Це вказує на депонування гор-
монів у середині фолікула, а не вивільнення 
їх у кровоносне русло. В середньому один 
фолікул інтактних тварин має 20 тироцитів. 
Після введення мелатоніну у весняний період 
спостерігали їх зростання на 13 %.

Фолікулярно-колоїдний індекс (ФКІ) чи 
індекс активності ЩЗ – відношення площі 
фолікулярного епітелію до площі колоїду. ФКІ 
у інтактних тварин становив 1,2 весною та 1,4 
восени. У щурів, яких піддавали впливу ме-
латоніну у весняний період, він залишався на 
рівні контролю, а в осінній період – вірогідно 
зменшився на 16 % (рис. 2). Як правило, функ-
ціональна активність ЩЗ прямо пропорційна 
відносній площі фолікулярного епітелію. ФКІ 
зменшується при зниженні активності ЩЗ та 
посилюється при активації органа. 

Індекс накопичення колоїду (ІНК) – від-
ношення середнього внутрішнього діаметра 
фолікула до подвійної висоти тиреоїдного 

епітелію. ІНК у інтактних груп тварин у 
весняний та осінній періоди становив 1,93 і 
2,24 відповідно. Після впливу мелатоніну він 
зріс на 16 % (Р<0,05) весною і 12 % восени 
порівняно з контролем (рис. 2), що свідчить 
про зниження синтетичної активності ЩЗ. 

Тироцити вистилають не тільки стінку 
фолікула, але і можуть розміщуватися в його 
середині (інтрафолікулярний епітелій) чи 
локалізуватися за межами фолікулів (інтер-
фолікулярний епітелій чи інтерфолікулярні 
острівці). Вважають, що інтерфолікулярний 
епітелій містить малодиференційовані (кам-
біальні) клітини і є джерелом формування 
нових фолікулів (фолікулогенез) [16]. У щурів 
після введення мелатоніну як у весняний, так і 
в осінній періоди кількість інтерфолікулярних 
острівців у полі зору мікроскопа знижується, 
що є ознакою пригнічення регенерації ЩЗ. 

Виявлено певні відмінності в кількості 
елементів СТ у різну пору року. Так, у щурів, 
які отримували препарат у весняний період, 
спостерігали зменшення кількості елементів 
СТ у залозі. Однак, якщо ширина міжчастко-
вої СТ у дослідних тварин вірогідно знизи-
лась на 35 %, то ширина міжчасточкової та 
міжфолікулярної – мала лише тенденцію до 
зменшення порівняно з контролем. В осінній 
період, навпаки, – у тварин вірогідно збіль-
шувалася ширина міжчасткової, міжчасточ-

Р.В. Янко

Рис. 2. Фолікулярно-колоїдний індекс (а) та індекс накопичення колоїду (б) в щитоподібній залозі після введення мела-
тоніну щурам у весняний та осінній періоди. *Р<0,05 порівняно з контролем
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кової, міжфолікулярної СТ в ЩЗ на 12, 17 і  
31 % відповідно порівняно з контролем (рис. 
3). Тобто отримані результати можуть свідчи-

ти, що мелатонін у весняний період знижує 
кількість елементів СТ, тоді як восени, навпа-
ки, – призводить до розростання СТ у ЩЗ.

Таким чином, ЩЗ інтактних щурів лінії 
Вістар у весняний період має більш актив-
ний функціональний стан, ніж восени. У 
тварин, які зазнавали курсового введення 
мелатоніну у весняний та осінній періоди, 
виявлено збільшення середньої площі попе-
речного перерізу фолікулів і площі колоїду 
(весною), зменшення площі фолікулярного 
епітелію (восени), зростання внутрішнього 
діаметра фолікулів і зниження висоти ти-
реоїдного епітелію (восени). Також у щурів 
дослідних груп відмічена незначна наявність 
у колоїді резорбційних вакуолей, зниження 
ФКІ і підвищення ІНК, зменшення кількості 
інтерфолікулярних острівців, елементів СТ у 
весняний період і зростання їх числа восени. 
Мелатонін у весняний період призводить 
до більш істотних змін у структурі ЩЗ, ніж 
восени. Отже, тривале введення екзогенно-
го мелатоніну як у весняний, так і в осінній 
періоди знижує функціональну активність 
і фізіологічну регенерацію ЩЗ, але різною 
мірою.

Р.В. Янко

МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЯ 
ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ  
ПОСЛЕ ВВЕДЕНИЯ МЕЛАТОНИНА

Исследовали морфофункциональные показатели состо-
яния щитовидной железы (ЩЖ) молодых крыс линии 
Вистар после введения экзогенного мелатонина в весен-
ний и осенний периоды. Мелатонин животные получали 
ежедневно на протяжении 28 сут в дозе 5 мг/кг. У крыс 
опытных групп выявлено увеличение средней площади 
поперечного сечения фолликулов на 31 % и коллоида на 30 
% (весной), внутреннего диаметра фолликулов, снижение 
площади и высоты фолликулярного эпителия на 12 % (осе-
нью). Также отмечено незначительное наличие в коллоиде 
резорбционных вакуолей, снижение фолликулярно-колло-
идного индекса и возрастание индекса накопления колло-
ида, уменьшение числа интерфолликулярных островков. 
Введение мелатонина в весенний период снизило коли-
чество элементов соединительной ткани, тогда как при 
осеннем влиянии, наоборот – существенно увеличилась 
ширина междолевой (на 12 %), междольковой (на 17 %) 

Морфофункціональний стан щитоподібної залози після введення мелатоніну
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Рис. 3. Ширина міжчасткової (а), міжчасточкової (б) та 
міжфолікулярної (в) сполучної тканини в щитоподібній 
залозі щурів після впливу мелатоніну у весняний та осін-
ній періоди. *Р<0,05 порівняно з контролем
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и межфолликулярной (на 31 %) соединительной ткани в 
ЩЖ. Введение мелатонина в весенний период привело к 
более существенным изменениям в структуре железы, по 
сравнению с осенним экспериментом. Таким образом, за 
большинством исследуемых показателей как в весенний, 
так и в осенний периоды он снижает функциональную 
активность и физиологическую регенерацию ЩЖ.
Ключевые слова: мелатонин; щитовидная железа.

R.V. Yanko

MORPHOFUNCTIONAL STATE OF THE 
THYROID GLAND AFTER EXPOSURE TO 
MELATONIN

Morphofunctional state of the thyroid gland (TG) of young 
rats after exposure of exogenous melatonin in the spring 
and autumn periods was investigated. Exogenous melatonin 
(Unipharm Inc., USA) was administered to experimental 
group of animals daily at a dose 5 mg/kg.  The duration of 
the experiment was 28 days. It was shown an increase of the 
cross-section area of follicles by 31 % and colloid by 30 % 
(in spring), reduction of the area of follicle epithelium by 12 
% (in autumn), an increase in the follicle internal diameter 
and a decline in the thyroid epithelium height by 12 % (in 
autumn) in TG of experimental groups rats. Also it was shown 
a decline of follicle-colloid index and growth of colloid ac-
cumulation index, reduction amount of interfollicular islets. 
The introduction of melatonin in the spring period brought 
down the amount of connecting tissue elements. Melatonin 
introduction in the autumn period reduced the thickness 
of connective tissue trabecules in TG. The introduction of 
melatonin in the spring period resulted in more substantial 
changes in the structure of TG, as compared to an autumn 
experiment. Thus, melatonin administered both in the spring 
and in the autumn periods reduces the functional activity and 
physiological regeneration of TG.
Key words: melatonin; thyroid gland.

O.O. Bogomoletz Institute of Physiology, National Academy 
of Sciences of Ukraine, Kyiv
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Вплив NO та мексидолу на скоротливість  
оваріального і цервікального відділів матки мишей 
за умов імуноопосередкованого запального процесу 
А.П. Литвиненко, Т.Ю. Вознесенська, Р.І. Янчій 
Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця НАН України, Київ; e-mail: alinaluk17@mail.ru 

Досліджували скоротливість оваріального (ОВ) і цервікального (ЦВ) відділів матки у мишей за 
умов імуноопосередкованого запального процесу, викликаного імунізацією бичачим сироватковим 
альбуміном (БСА). Встановлено, що у разі активації енергосинтезувальних функцій мітохондрій за 
допомогою мексидолу зменшується частота скорочень, зростають амплітуда та індекс скоротли-
вості в ОВ та ЦВ міометрія, а також тривалість активного стану в останньому. Дія мексидолу 
на тлі імунізації БСА спричинює у ОВ зменшення амплітуди в 2,6 раза, індексу скоротливості у 
2,2 раза, а у ЦВ – викликає їх зростання. Показано, що особливості скоротливості ОВ і ЦВ матки 
зумовлені змінами функціонального стану мітохондрій, а також пов’язані із залученням оксиду 
азоту, пул якого може бути  різний у досліджуваних відділах матки.
Ключові слова: скоротливість; оваріальний і цервікальний відділи матки; імунізація бичачим сиро-
ватковим альбуміном; оксид азоту. 

ВСТУП 

Нині активно вивчають функціональну ди-
ференціацію різних відділів матки у ссав-
ців. Відмічено фізіологічні відмінності між 
верхнім і нижнім сегментами матки [1 – 3]. 
Доведено, що у щурів окремі пейсмекерні 
клітини знаходяться у верхньому, оваріально-
му (ОВ) − розташованому ближче до яєчника, 
та нижньому, цервікальному (ЦВ) − ближче 
до шийки матки відділах [2]. Особливості 
скоротливості верхнього і нижнього сегмен-
тів матки недостатньо досліджені. Згідно з 
сучасними літературними даними, імуноо-
посередковані запальні процеси впливають 
на функціонування яєчників, змінюють ско-
ротливість міометрія [4], призводять до по-
рушення імплантації та передчасних пологів 
[5], зумовлюють безпліддя й нерезультативні 
спроби при застосуванні допоміжних репро-
дуктивних технологій. Системні васкуліти, 
які належать до групи імунокомплексних 
хвороб, можуть бути причиною передчасних 

пологів (40 %) і навіть викликають загибель 
матері і плоду (5−10 % випадків) [6]. 

Вважається, що оксид азоту (NO) регу-
лює скоротливу активність міометрія через 
вплив на кальційтранспортувальні системи 
плазматичної мембрани, саркоплазматич-
ного ретикулума і мітохондрій. Він спри-
чиняє зростання проникності сарколеми 
для Са2+, стимулює пасивний транспорт 
катіона у міоцити крізь дигідропіридинчут-
ливі канали, посилює транспорт протонів із 
міоцитів та стимулює Na+, K+-АТФазу [7], 
змінює функціонування мітохондріальних 
переносників [8]. Фармацептичний препарат 
мексидол, діюча речовина якого етилмети-
лгідроксипіридин сукцинат (ГС), активує 
енергосинтезувальні функції мітохондрій та 
в дослідах in vitro знижує активність індуци-
бельної NO-синтази [9]. Крім того, мексидол 
сприяє поліпшенню ендотеліальної функції, 
стабілізації біологічних мембран, підвищує 
активність антиоксидантних ферментів [10]. 
Хоча цей препарат має широке застосуван-
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ня в медицині, проте не встановлено його 
вплив на скоротливість міометрія. Відомо, 
що аргіназа через гальмування утворення 
NO може впливати на кровообіг [11]. Кон-
трактильна активність міометрія залежить 
від його кровопостачання. Тому актуальними 
є дослідження скоротливості різних відділів 
міометрія за умов імунокомплексних реакцій, 
зміни функціонального стану мітохондрій 
та вивчення участі NO за таких експеримен-
тальних умов. 

Мета нашої роботи – з’ясувати участь 
NO та мітохондрій в скоротливості ОВ і ЦВ 
міометрія за умов імунізації мишей бичачим 
сироватковим альбуміном (БСА).

МЕТОДИКА

Досліди проводили на статевозрілих самицях 
мишей лінії СВА із дотриманням основних 
положень Конвенції Ради Європи про охоро-
ну хребетних тварин, що використовуються 
в експериментах та в інших наукових цілях, 
від 18.03.1986 р., Директиви ЄС №609 від 
24.11.1986 р., Наказу МОЗ України №66 від 
13.02.2006 р. та Закону України «Про захист 
тварин від жорстокого поводження» від 
21.02.2006 № 3447-IV. Тварин було поділено 
на 6 груп. До І групи ввійшли тварини, яким 
вводили фізіологічний розчин, n=8; до ІІ – 
тварини, яких імунізували БСА («Sigma», 
США) (вводили зростаючі дози антигена 
раз на тиждень внутрішньовенно протягом 
6 тиж за такою схемою: 150 – 300 мг БСА/кг 
маси миші, n=8); до ІІІ –миші, які отримува-
ли внутрішньоочеревинну ін’єкцію препа-
рату мексидол (100 мг/кг, згідно із схемою 
імунізації, n=8); ІV – блокатор аргінази ІІ 
L-норвалін (внутрішньоочеревинно, 50 мг/
кг, n=4); V – мексидол за умов імунізації 
БСА (внутрішньоочеревинно, 100 мг/кг, n=8); 
VІ – L-норвалін за умов дії мексидолу при 
імунізації БСА (внутрішньоочеревинно, в 
день після введення БСА і ГС, n=8).

Методом фазно-графічного аналізу визна-
чали скоротливість ОВ і ЦВ матки. У декапі-

тованих під наркозом тварин відпрепаровува-
ли ОВ і ЦВ міометрія і поміщали в холодний 
розчин Кребса (4оС, pH 7,29) такого складу 
(ммоль/л): NaCl − 120, KCl – 5,9, NaHCO3 
− 15,5, NaH2PO4 − 1,2, MgCl2  − 1,2, CaCl2 − 
2,5, глюкози − 11,5 («Sigma», США). Смужки 
міометрія переносили до експериментальної 
камери. Рівномірну перфузію розчину здій-
снювали перистальтичним насосом НП-1М. 
Ізометричну силу скорочень вимірювали ме-
хано-електричним перетворювачем (FT 106). 
Візуальний контроль досліджуваних показ-
ників проводили за допомогою осцилографа 
С1-83. Водночас отримували комп’ютерний 
запис в програмі IRIS Waveware версії 2.6.1. 
Базову активність реєстрували протягом 
20–30 хв. Для кількісної характеристики фаз-
них скорочень ОВ і ЦВ матки досліджували 
такі показники: амплітуду скорочень (Fmax, 
мН), частоту скорочень (ЧС, с-1), тривалість 
активного стану – час між максимальною 
активацією (CVmax) і дезактивацією (RVmax) 
скорочення (Т, с), швидкість скорочення і 
розслаблення (CVmax, RVmax, мН/с), індекс 
скоротливості (IС, як добуток Fmax на CVmax/
RVmax, мН) [12].

Для статистичного аналізу результатів ви-
користовували програму GraphPad Prism ver-
sion 5.00 for Windows (GraphPad Software, San 
Diego California USA). Результати перевіряли 
на нормальність розподілу за тестом Кол-
могорова–Смирнова. Далі використовували 
однофакторний дисперсійний аналіз ANOVA 
з порівнянням середніх значень між групами 
за тестом Ньюмена−Кейлса (Newman–Keuls 
post hoc test). Результати виражали як M±SD 
(середнє±стандартне відхилення). Р<0,05 
вважалося статистично вірогідним. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У ОВ матки за умов дії ГС амплітуда зросла в 
1,85 раза (Р<0,05) та ІС в 2,17 раза (Р<0,01), а 
у ЦВ – в 1,84 та 1,72 раза відповідно (Р<0,01) 
порівняно з контролем. Введення ГС в ОВ ви-
кликало зменшення ЧС в 1,86 раза (Р<0,001) 
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і статистично не впливало на тривалість 
активного стану. У ЦВ тривалість активного 
стану зросла в 1,41 раза (Р<0,05), а ЧС змен-
шилась в 1,31 раза порівняно з контрольними 
значеннями (Р<0,01) (рисунок). 

Згідно з даними літератури, введення ГС 
збільшує середню площу мітохондрій кар-
діоміоцитів та середню довжину саркомера 
[13]. Ми припускаємо, що через активацію 
енергосинтезувальної функції мітохондрій 
ГС чинить вплив на скоротливість міометрія 
мишей.

Показано, що введення L-норваліну змен-
шувало амплітуду у ОВ в 1,78 раза (Р<0,05), 
тоді як ІС статистично не змінився. У ЦВ 
амплітуда скорочень зменшилась в 2,41 раза 
(Р<0,01), ІС в 2,50 раза (Р<0,01) порівняно зі 
значеннями у контролі. Введення L-норвалі-
ну вірогідно не змінювало ЧС та Т як у ОВ, 
так і в ЦВ матки. Таким чином, L-норвалін 
зменшував скоротливість обох відділів, проте 
зміна ІС була різною, що може свідчити про 

різний пул NO в ОВ і ЦВ міометрія. Зміни 
амплітуди та ІС ОВ і ЦВ за умов імунізації 
мишей БСА і введення мексидолу та L-
норваліну представлені на рисунку.

Встановлено, що за умов імунізації БСА 
після введення мексидолу у ОВ амплітуда 
зменшилась в 2,6 раза, ІС в 2,2 раза (Р<0,01), 
у ЦВ матки амплітуда зросла в 1,2 раза та ІС 
в 1,3 раза (Р<0,05) порівняно з відповідними 
значеннями у імунізованих тварин. У ОВ від-
бувалося зменшення ЧС в 2,6 раза (Р<0,01), 
значення Т статистично не змінилось. У ЦВ 
встановлено зростання Т в 2,2 раза (Р<0,001) 
та зменшення ЧС в 2,0 раза порівняно з та-
кими у імунізованих БСА тварин (Р<0,05). 
Застосування ГС сприяло нормалізації ЧС.

Введення блокатора аргінази ІІ за умов дії 
ГС на тлі імунізації мишей БСА зумовлювало 
зниження амплітуди та ІС в обох відділах 
міометрія. Проте ці значення в ОВ наближа-
лись до контрольних, а у ЦВ були вищими і 
прирівнювалися до значень, які спостеріга-

Вплив NO та мексидолу на скоротливість оваріального і цервікального відділів матки мишей 

Зміни амплітуди (а) та індексу скоротливості (б) оваріального (І) і цервікального (ІІ) відділів матки за умов імунізації 
мишей бичачим сироватковим альбуміном і введення мексидолу та L-норваліну: 1 – контроль; 2 – імунізація; 3 – мекси-
дол за умов імунізації; 4 –мексидол і L-норвалін за умов імунізації; * Р<0,01, ** Р<0,001 відносно контролю, # Р<0,01; 
## Р<0,001 відносно імунізованих тварин; + Р<0,01, ++ Р<0,001 відносно тварин, яким вводили мексидол при імунізації
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ються при дії ГС у інтактних тварин. Отри-
мані результати можуть свідчити про те, що 
аргіназа ІІ за умов імунізації БСА та активації 
енергосинтезувальних функцій мітохондрій 
задіяна в змінах скоротливості ЦВ міометрія. 
Водночас скоротлива активність ОВ менше 
залежить від NO, продукованого за аргіназ-
ним шляхом.

ВИСНОВКИ

1.При імунізації БСА зміна функціонального 
стану мітохондрій за допомогою мексидолу 
призводить до зміни параметрів скоротли-
вості матки: в ОВ – зменшує амплітуду та ІС, 
а у ЦВ – викликає їх зростання. 

2.Блокатор аргінази ІІ L-норвалін змен-
шує параметри скоротливості в обох відділах 
міометрія, проте не впливає на ІС у ОВ, що 
може свідчити про різний пул NO в ОВ і ЦВ 
матки.

3.За умов імунізації БСА, яка призводить 
до імуноопосередкованого запального проце-
су, особливості скоротливості ОВ і ЦВ матки 
зумовлені змінами функціонального стану 
мітохондрій, а також пов’язані з залученням 
NO.

A.P. Lуtvуnenko, Т. Yu. Voznesenska, R.I. Yanchiy

THE ROLE OF NO AND MEXIDOL IN 
CONTRACTILITY OF OVARIAN AND 
CERVICAL PARTS OF UTERUS UNDER  
THE CONDITION OF IMMUNE-MEDIATED 
INJURY IN MICE

Contractility of ovarian (OP) and cervical parts (СP) of uterus 
under the condition of immune-mediated injury which was 
induced by immunization with bovine serum albumin (BSA) 
was investigated. It was shown that under the activation of 
energy-synthesizing function of mitochondria with Mexidol 
the frequency of reductions in both uterine parts decreased, the 
amplitude and contractility index in the OP and CP as well as 
the duration of the active state in CP increased. Mexidol under 
the condition of immunization with BSA leads to the decrease 
in amplitude in 2,6 time and contractility index in 2,2 time in 
OP and  to the increase of them in CP.
It was shown that contractility features of ovarian and 
cervical parts of uterine under the condition of BSA- induced 
immunization were caused by changes of mitochondria 

functional state and were associated with nitric oxide.
 Key words: contractility, ovarian and cervical uterine parts, 
BSA-immunization, nitric oxide.

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

А.П. Литвиненко, Т.Ю. Вознесенская,  
Р.И. Янчий

ВЛИЯНИЕ NO И МЕКСИДОЛА НА СОКРА-
ТИМОСТЬ ОВАРИАЛЬНОГО И ЦЕРВИ-
КАЛЬНОГО ОТДЕЛОВ МАТКИ МЫШЕЙ В 
УСЛОВИЯХ ИММУНООПОСРЕДОВАННО-
ГО ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ПРОЦЕССА 

Исследовали сократимость овариального (ОО) и церви-
кального (ЦО) отделов матки у мышей в условиях иммуно-
опосредованного воспалительного процесса, вызванного 
иммунизацией бычьим сывороточным альбумином (БСА). 
Установлено, что в условиях активации енергосинтезиру-
ющих функций митохондрий с помощью мексидола умень-
шается частота сокращений в обоих отделах миометрия, 
возрастают амплитуда и индекс сократительности, а также 
продолжительность активного состояния в ЦО. Мексидол 
в условиях иммунизации БСА приводит в ОО к уменьше-
нию амплитуды в 2,6 и индекса сократимости в 2,2 раза, 
а в ЦО − вызывает их повышение. Показано, что особен-
ности сократительности ОО и ЦО матки обусловлены 
изменениями функционального состояния митохондрий, 
а также связаны с оксидом азота, пул которого может быть 
различен в исследуемых отделах матки.
Ключевые слова: сократительность; овариальный и цер-
викальный отделы матки; иммунизация бычьим сыворо-
точным альбумином; оксид азота.
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Expression of aryl hydrocarbon receptor and ATG16L1 
protein in experimental oxazolone-induced colitis in rats 
Zaporozhye State Medical University; e-mail: gerya2009@yandex.ru

We studied the expression of AhR and ATG16L1 protein in experimental oxazolone-induced colitis in rats 
and anti-inflammatory action of recombinant antagonist of IL-1 receptors (ARIL-1) and simvastatin. The 
immunopositive cells were determined using an indirect immunofluorescence technique with using a mono-
clonal rat antibody. It has been established that development of colitis was accompanied by an increase of 
total number of ATG16L1+-lymphocytes (by 30%, P <0.05) in lymphoid structures of the colon. However, 
the amount of AhR+-lymphocytes has not changed. At the same time has increased the concentration of 
ATG16L1 protein (by 4-11%, P <0.05) in immunopositive cells. Administration of simvastatin and ARIL-1 
during the development of experimental pathology was accompanied by decrease of total number of AhR+ 
(by 24-38%, P <0.05) and ATG16L1+-lymphocytes (by 43% - 2 fold, P <0.05) in the colon.
Key words: colitis; recombinant antagonist of receptors of interleukin-1 (ARIL-1); simvastatin; aryl hy-
drocarbon receptor; autophagy related 16-like 1 protein.

INTRODUCTION

Ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease 
(CD) are the main clinical phenotypes of 
inflammatory bowel disease (IBD). Both 
forms of IBD can increase the incidence of 
gastrointestinal and colon cancers, and both ones 
affect individuals throughout life. Although the 
etiology and pathogenesis of UC and CD has not 
been fully revealed yet, it is widely accepted 
that both are complex and multifactorial 
[1]. The aryl hydrocarbon receptor (AhR), a 
transcription factor activated by a large number 
of environmental agents, modulates the activity 
of immune and nonimmune cells in the gut, 
and may represent an important link between 
the environment and the immune perturbations 
which underlie the pathogenesis of IBD. Recent 
findings in diverse murine models of colitis 
have helped to reveal the importance of AhR 
dysfunction mechanisms in IBD pathogenesis 
[2]. Although AhR seems to be a crucial co-
factor in regulation of both homeostasis and 
inflammation, its role in the gut autoimmune 
pathology is poorly described. Conclusion 

from the data obtained from either the ligand-
activated AhR cell lineages or AhR null mice 
clearly states the physiological importance of 
this receptor in cell growth [3], cell apoptosis 
[4], and endoplasmic reticulum stress (ER) 
response [5]. Apoptosis and autophagy are 
two evolutionarily conserved processes that 
maintain homeostasis during stress. Although 
the two pathways utilize fundamentally dis-
tinct machinery, apoptosis and autophagy are 
high ly interconnected and share many key 
regulators. The crosstalk between apoptosis 
and autophagy is complex, as autophagy can 
function to promote cell survival or cell death 
under various cellular conditions. Autophagy 
is also important to engulf damaged ER in the 
unfolded protein response [6]. The ATG16L1 
gene is coding the protein called autophagy 
related 16-like 1. This protein is part of a larger 
family of proteins that are required for a process 
called autophagy. Autophagy is involved in 
the body’s inflammatory response and helps 
the immune system to destroy some types of 
harmful bacteria and viruses. The effects of 
variations in the ATG16L1 gene in Crohn’s 
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disease pathogenesis are unclear. Changes in 
this gene may affect the autophagy process, 
allowing worn-out cell parts and harmful 
bacteria to persist when they would otherwise 
be destroyed. These cell components and 
bacteria may trigger an inappropriate immune 
system response, leading to chronic intestinal 
inflammation and the digestive problems which 
are hallmark of CD pathogenesis. Thus, there is 
a relationship between AhR, apoptosis, response 
to endoplasmic reticulum stress, autophagy and 
ATG16L1 [7, 8]. 

Therefore the aim of this study was to 
investigate the expression of AhR and ATG16L1 
protein in experimental oxazolone-induced 
colitis in rats and anti-inflammatory action 
of recombinant antagonist of IL-1 receptors 
(ARIL-1) and simvastatin.

METHODS

Animals and Tissue isolation
Eight-month-old male Wistar rats were pur-
chased from Institute of Molecular Biology 
and Genetics (National Academy of Science 
of Ukraine, Kyiv) and kept in a 12-h light/dark 
cycle with controlled humidity (60–80%) and 
temperature (22°±1°C). Food and water were 
freely available. All animal experiments were 
performed according to international principles 
“of the European Convention for the Protection 
of vertebrate animals used for experimental 
and other scientific purposes” (Strasbourg, 
18.03.1986) and “General ethical principles 
of animal research” (Ukraine, 2001). Single 
animals were fasted overnight and sacrificed 
by cervical dislocation after receiving an 
overdose of ether for the isolation of gut tissue. 
Rats were euthanized 6 days after induction of 
colitis. For macroscopic observation, the colon 
was dissected from rats. The distal colon was 
removed, opened longitudinally and the mucosal 
damage was scored on a 0-10 scale according to 
the criteria of Bobin-Dubigeon et al. [9]. After 
removal of the colon, the tissue was flushed with 
cold phosphate buffered saline. The colon tissue 

samples were fixed in in Bouin’s solution and 
embedded in paraffin for histological analysis. 
Tissues were scored semi-quantitatively from 
0 to 5 (0, no changes to 5, marked transmural 
inflammation with severe ulceration and loss of 
intestinal glands) in a blinded fashion according 
to previously described criteria [10]. For 
histochemical studies, colon tissue samples were 
fixed in formalin, and after paraffin embedding 
5 µm sections were cut and stained with a 
monoclonal antibody. 
Drugs
Simvastatin was obtained from Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO) and prepared as a 4 mg/ml stock. 
Briefly, 4 mg was dissolved in 100 µl of ethanol 
and 150 µl of 0.1 N NaOH, incubated at 50°C 
for 2 h, and then pH adjusted to 7 and volume 
corrected to 1 ml. It was chemically activated 
by alkaline hydrolysis before subcutaneous 
injection. ARIL-1 was kindly provided by 
Resbio LLC (St. Petersburg, Russia). Substance 
ARIL-1 consists of 153 amino acids obtained by 
genetic engineering technology. The substance 
is lyophilized protein IL-1ra, which produced 
by a recombinant strain E. coli BL21.
Oxazolone -induced colitis
Oxazolone (4-ethoxymethylene-2-phenyl-2-
oxazoline-5-one) was obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO). In order to presensitize 
rats, a 2 × 2 cm field of the abdominal skin 
was shaved, and 200 μl of a 3% (w/v) solution 
of oxazolone in 100% ethanol was applied. 7 
days after presensitization intrarectal injection 
was performed 0.1% oxazolone in 50% ethanol 
(1.5 mg/kg of body weight)  under general 
anesthesia with ketamine,  4∼8 cm proximal 
to the anal verge of rats using a catheter (1 mm 
diameter) (Sherwood, St. Louis, MO) [9]. Rats 
were kept in a head-down position for 30 s and 
then returned to their cages. Ethanol (40%) is 
used to help haptens go through the intestinal 
epithelial barrier.
Animal groups
Rats were divided into four experimental 
groups: group 1 ― control (rectal challenge 
with 50% ethanol only); group 2 ― rats with 
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oxazolone-induced colitis; group 3 ― rats given 
simvastatin (20 mg/kg, 2 ml/kg in the mixture 
of ethanol, H2O, NaOH and HCl for 5 days, 
intraperitoneally); group 4 ― rats given ARIL-
1 (3 mg/kg, 2 ml/kg in the phosphate buffer 
solution (PBS) for 5 days, subcutaneously).
Immunohistochemical staining
Formalin-fixed, paraffin embedded colon 
sections (5–7 μm) placed on coated slides were 
sequentially deparaffinized and rehydrated using 
xylene and ethanol, washed in PBS (twice, 
5 min each). After rinsing in 0.1 M PBS, the 
sections were incubated overnight at 4°C with 
the respective primary antibody (dilution 1:50): 
Aryl hydrocarbon Receptor (H-211: sc-5579) 
― a rabbit anti-mouse polyclonal antibody or 
Atg16 Antibody (C-20: sc-70133) ― a goat 
polyclonal IgG, (Santa Cruz Biotechnology, 
INC, CA). On the second day, after washing, 
sections were incubated for 1 h with a mixture 
of FITC-conjugated goat anti-rabbit IgG or 
rabbit anti-goat IgG (Santa Cruz Biotechnology, 
INC, CA, catalog numbers sc-2012, sc-2777). 
While protected from direct light exposure, 
samples were washed three times in PBS and 
mounted. Fluorescent images were obtained 
with a fluorescence microscope PrimoStar 
(ZEISS, Germany) with a computer-assisted 
video system AxioCam 5c (ZEISS, Germany). 
Fluorescent signal intensity was quantified using 
ImageJ software (NIH Image version 1.46). 
The lamina propria of mucous layer (LAM PR) 
and tela submucosa (TELA SUBM) colon were 
studied.
Statitical analysis
Results were statistically treated with Student’s 
t-test using STATISTICA 6.0 (StatSoft Inc. 2001, 

USA) and presented as mean±SEM. Statistical 
differences were considered significant if the P 
value was <0.05.

RESULTS

Animals treated with oxazolone rapidly deve-
loped colitis marked by weight loss and diarrhea 
peaking by day 2 after oxazolone administration 
and leading to death of 40% of the rats by day 4. 
Thereafter, surviving animals at days 4–7 after 
oxazolone administration slowly increased their 
weight and by days 10–12 the majorities of the 
rats were free of diarrhea and appeared healthy. 
In accordance with these observations, histologic 
examination revealed loss of normal architecture, 
a mixed cell inflammatory infiltrate, and areas 
of epithelial erosion. Control rats treated with 
50% ethanol alone did not develop wasting 
disease and exhibited a healthy appearance. 
Administrations of simvastatin and ARIL-
1resulted in a significant reduction in clinical, 
macroscopic and microscopic parameters of 
colitis compared with the vehicle-treated group 
(Table 1).

The study of serial sections of colon showed 
that the development of colitis is not accom-
panied by changes of total number of AhR im-
munopositive lymphocytes (AhR+) in lymphoid 
structures of colon (Fig. 1A, D).

But, the administrations of simvastatin in 
experimental animals during the development 
of experimental pathology was accompanied 
by decrease of AhR+-cells by 38% (in LAM 
PR, P <0.05) in proximal colon (Fig. 1B); by 
24% (in TELA SUBM, P <0.05) in distal colon 
in comparison with vehicle-treated group (Fig. 

Table 1. Effect of simvastatin or ARIL-1 on clinical parameters of oxazolone-induced colitis in rats (mean ± SD).

Group n Body weight (g) Macroscopy score Histology score

Control 10 130.3 ± 14.2 1.00±0.71 1.00±0.71
Oxazolone-induced colitis 15 105.0 ± 10.9* 6.60±0.55* 14.00±1.22*
Colitis + simvastatin 15 115.2 ± 11.5* 3.20±0.43* 5.00±1.13*
Colitis + ARIL-1 15 117.1 ± 11.3* 3.00±0.25* 3.00±0.42*

* P <0.05, vs. control group.

A.S. Zherebiatiev, A.M. Kamyshny
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1E). The measuring of fluorescence intensity of 
AhR+-lymphocytes expressing the AhR showed 
reliable decrease of this parameter in AhR+-
small lymphocytes by 10% (in TELA SUBM, 
P <0.05), but the increase in ATG16L1+-lym-
phoblasts by 24% (in TELA SUBM, P <0.05) 
in proximal colon.

The administrations of ARIL-1 to experi-
mental animals during the development of ex-
perimental pathology was accompanied by the 
decrease of AhR+-cells by 34% (in TELA SUBM, 
P <0.05) in proximal colon (Fig. 1C); by twice 
(in TELA SUBM, P <0.05) in distal colon in 
comparison with vehicle-treated group (Fig. 1F).

The study of serial sections of colon showed 
that the development of colitis is accompanied 
by changes of total number of ATG16L1 im-
munopositive lymphocytes (ATG16L1+) in 
lymphoid structures of colon ― increase of 
ATG16L1+-cells by 30% (in TELA SUBM,  
P <0.05) in proximal colon (Fig. 2A). The mea-
suring of fluorescence intensity of ATG16L1+-
lymphocytes expressing the concentration of 
ATG16L1 protein in immunopositive cells 
showed reliable increase of this parameter in 

ATG16L1+-small lymphocytes by 8% (in TELA 
SUBM, P <0.05), in ATG16L1+-medium lym-
phocytes by 4% (in TELA SUBM, P <0.05), but 
the decrease in ATG16L1+-lymphoblasts by 9% 
(in TELA SUBM, P <0.05) in proximal colon. In 
distal colon we have found increase of this pa-
rameter in ATG16L1+-lymphoblasts by 11% (in 
LAM PR, P <0.05) in comparison with control.

The administrations of simvastatin in ex-
perimental animals during the development of 
experimental pathology was accompanied by 
decrease of ATG16L1+-cells by twice (in LAM 
PR, P <0.05) and by 44% (in TELA SUBM,  
P <0.05) in proximal colon in comparison with 
vehicle-treated group (Fig. 2B). The measur-
ing of fluorescence intensity of ATG16L1+-
lymphocytes showed decrease of this parameter 
in ATG16L1+- small lymphocytes by 16% (in 
TELA SUBM, P <0.05) in proximal colon; de-
crease in ATG16L1+-small lymphocytes by 11% 
(in LAM PR, P <0.05) in distal colon.

The administrations of ARIL-1 to experi-
mental animals during the development of ex-
perimental pathology was accompanied by the 
decrease of ATG16L1+-cells by 43% (in LAM 

Fig. 1. The number (on 1 mm2) of AhR+-cells in proximal colon during the development of colitis (A) and after administration of 
simvastatin (B) or ARIL-1 (C) to experimental animals during the development of colitis; distal colon during the development of 
colitis (D) and after administration of simvastatin (E) or ARIL-1 (F) to experimental animals during the development of colitis: 
І – lamina propria of mucous layer; ІІ – tela submucosa. *P < 0.05 (paired two-group t-test, compared with control or colitis)

Expression of aryl hydrocarbon receptor and ATG16L1 protein



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 5 61

PR, P <0.05) and by 44% (in TELA SUBM, P 
<0.05) in proximal colon (Fig. 2C); by 39% 
(in TELA SUBM, P <0.05) in distal colon in 
comparison with vehicle-treated group (Fig. 
2F). The measuring of fluorescence intensity 
of ATG16L1+-lymphocytes showed decrease of 
this parameter in ATG16L1+-small lymphocytes 
by 13% (in TELA SUBM, P <0.05) in proximal 
colon; decrease in ATG16L1+- lymphoblasts 
by 12% (in LAM PR, P <0.05) in distal colon. 

DISCUSSION

We found that the development of colitis is 
not accompanied by changes of total number 
of AhR+ in lymphoid structures of colon, but 
these results do not corroborate recent studies 
Furumatsu  et al. [11], because they have de-
scribed the development of colitis during DSS 
administration is associated with increased the 
expression levels of AhR and CYP1A1 mRNA 
in the colon epithelium. In addition, oral admin-
istration of β-naphthoflavone (βNF), a non-toxic 
agonist of AhR, suppressed the pathogenesis 
of DSS-induced colitis. βNF also attenuated 

DSS-induced colitis. In cell culture experiments, 
downregulation of AhR in human colon carci-
noma SW480 cells enhanced the inflammatory 
responses evoked by lipopolysaccharide (LPS), 
and furthermore, AhR activation attenuated 
LPS-induced inflammatory responses, suggest-
ing that AhR expressing intestinal epithelial 
cells are involved in the prevention of colitis. 
Analysis of AhR in the human gut reveals 
that intestinal T cells and natural killer cells 
isolated from Crohn’s disease patients express 
low levels of AhR and respond to AhR ligands 
by downregulating inflammatory cytokines and 
upregulating IL-22 [2].

Functional ATG16L1 is crucial for the 
induction of autophagy. Atg5-Atg12 protein 
conjugates interact with Atg16L1 to form a high 
molecular weight protein complex essential for 
the elongation of the autophagosomal mem-
brane. Caspase 3 activation in the presence of 
a common risk allele leads to accelerated deg-
radation of ATG16L1, placing cellular stress, 
apoptotic stimuli and impaired autophagy in 
a unified pathway that predisposes to Crohn’s 
disease [12].

Fig. 2. The number (on 1 mm2) of ATG16L1+ -cells in proximal colon during the development of colitis (A) and after administration 
of simvastatin (B) or ARIL-1 (C) to experimental animals during the development of colitis; in distal colon during the development 
of colitis (D) and after administration of simvastatin (E) or ARIL-1 (F) to experimental animals during the development of colitis: 
І – lamina propria of mucous layer; ІІ – tela submucosa. *P < 0.05 (paired two-group t-test, compared with control or colitis)
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Saitoh et al. [13] demonstrated that At-
g16L1-deficient chimeric mice administered 5% 
DSS for 7 days exhibited a marked exacerbation 
of colitis with reduced survival. Mice lacking 
Atg16L1 in haematopoietic cells are highly 
susceptible to dextran sulphate sodium-induced 
acute colitis, which is alleviated by injection of 
anti-IL-1β and IL-18 antibodies, indicating the 
importance of Atg16L1 in the suppression of 
intestinal inflammation. Atg16L1HM mice ex-
hibited increased susceptibility to DSS colitis, 
which could be abrogated by antibiotic treatment, 
or administration of anti-TNF or anti-IFNγ anti-
bodies [14].

Our results about the ability of simvastatin 
to affect proinflammatory signaling in the 
gut are indirectly confirmed by other authors. 
Simvastatin has been shown to inhibit acute as 
well as chronic inflammatory responses in a 
cholesterol-independent manner by interfering 
with endothelial adhesion and leukocyte migra-
tion to sites of inflammation [15]. In rats with 
normal blood cholesterol levels, simvastatin 
was found to ameliorate immunopathology in an 
acute TNBS colitis model by blocking neutro phil 
ac cumulation in the small intestine and lower-
ing serum TNF-α level [16]. Administration of 
simvastatin significantly reduced the severity 
of DSS-induced murine colitis as assessed by 
body weight, colon length and histology in a 
dose-dependent manner [17].

Administration of recombinant IL-1Ra pre-
vents mucosal inflammation and necrosis in a 
rabbit model of dextran-induced colitis [18]. 
Conversely, neutralization of endogenous IL-
1Ra increases the severity of intestinal inflam-
mation, indicating that endogenous IL-1Ra plays 
an anti-inflammatory role. The importance of 
IL-1 and IL-1Ra in the pathogenesis of IBD has 
been corroborated by the association between 
carriage of IL-1RN allele 2, low production of 
IL-1Ra and severity of disease in UC patients 
[19]. Our data demonstrate ability of ARIL-1 
to influence the level of expression of pattern 
recognition receptors and show therefore po-
tential in the correction of immune disorders in 

IBD. Characteristically, ARIL-1 operates as pure 
antagonist by blocking communication between 
the molecules of IL-1 (IL-1-α, IL-1-β) and IL-1 
receptor that allows providing effective control 
for the whole IL-1 system in the body.

CONCLUSION

Development of colitis was accompanied 
by changes of total number of ATG16L1+-
lymphocytes in proximal part of the colon, but 
not accompanied with the change of amount of 
AhR+ -lymphocytes, and change the density of 
AhR and ATG16L1 in immunopositive cells.

Administration of anti-inflammatory com-
pounds simvastatin and antagonist of IL-1 
receptors during the development of experimen-
tal colitis results in the decrease of total number 
of AhR+ and ATG16L1+-lymphocytes in the 
colon and was accompanied by changes in their 
density on lymphocytes.
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А.С. Жеребятьев, A.M. Kамышный

ЭКСПРЕССИЯ АРИЛ-ГИДРОКАРБОНОВЫХ 
РЕЦЕПТОРОВ И БЕЛКА ATG16L1 ПРИ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ОКСАЗОЛОН-
ИНДУЦИРОВАННОМ КОЛИТЕ У КРЫС 

Исследована экспрессия арил-гидрокарбоновых рецеп-
торов (AhR) и белка ATG16L1 лимфоцитами толстого 
кишечника при экспериментальном колите у крыс и 
противовоспалительный эффект рекомбинантного анта-
гониста рецепторов IL-1 (АРИЛ-1) и симвастатина. Им-
мунопозитивные лимфоциты были определены методом 
непрямой иммунофлюоресценции с использованием мо-
ноклональных антител крысы. Установлено, что развитие 

Expression of aryl hydrocarbon receptor and ATG16L1 protein
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колита сопровождалось увеличением общего количества 
ATG16L1+-лимфоцитов (на 30%, P <0,05) в лимфоидных 
структурах толстой кишки. Однако количество AhR+-
лимфоцитов не изменялось. В то же время увеличилась 
концентрация белка ATG16L1 (на 4-11%, P <0,05) в 
иммунопозитивных клетках. Ведение симвастатина и 
АРИЛ-1 во время развития экспериментальной патологии 
сопровождается снижением количества AhR+ (на 24-38%, 
P <0,05) и ATG16L1+-лимфоцитов (на 43% - в 2 раза, P 
<0,05) в толстой кишке. 
Ключевые слова: колит; рекомбинантный антагонист 
рецепторов интерлейкина-1 (АРИЛ-1); симвастатин; 
арил-гидрокарбоновый рецептор; белок, связанный с 
аутофагией 16L1.

Запорожский государственный медицинский университет

О.С. Жеребятьєв, О.M. Kамишний

ЕКСПРЕСІЯ АРИЛ-ГІДРОКАРБОНОВИХ 
РЕЦЕПТОРІВ І БІЛКА ATG16L1 ПРИ  
ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМУ ОКСАЗОЛОН-
ІНДУКОВАНОМУ КОЛІТІ У ЩУРІВ 

Досліджена експресія арил-гідрокарбонових рецепторів 
(AhR) і білка ATG16L1 лімфоцитами товстого кишечника 
при експериментальному коліті у щурів і протизапаль-
ний ефект рекомбінантного антагоніста рецепторів IL-1 
(АРІЛ-1) і симвастатину. Імунопозитивні лімфоцити 
були визначені методом непрямої імунофлюоресценції з 
використанням моноклональних антитіл щура. Встанов-
лено, що розвиток коліту супроводжувався збільшенням 
загальної кількості ATG16L1+-лімфоцитів (на 30%,  
P <0,05) у лімфоїдних структурах товстої кишки. Од-
нак кількість AhR+-лімфоцитів не змінилась. Водночас 
збільшилась концентрація білка ATG16L1 (на 4-11%,  
P <0,05)  в імунопозитивних клітинах. Введення симва-
статину й АРІЛ-1 під час розвитку експериментальної 
патології супроводжувалося зменшенням кількості AhR+ 
(на 24-38%, P <0,05) і ATG16L1+-лімфоцитів (на 43% - в 
2 рази, P <0,05) в товстій кишці.
Ключові слова: коліт; рекомбінантний антагоніст рецеп-
торів інтерлейкіну-1 (АРІЛ-1); симвастатин; арил-гідро-
карбоновий рецептор; білок, пов’язаний з аутофагією 
16L1.
Запорізький державний медичний університет
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Динамика глутаминсинтетазной активности  
в головном мозгу крыс  
в модели пренатальной гипоксии
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Метою нашої роботи було виявлення змін в активності одного з ключових ферментів обміну 
глутамату – глутамінсінтетази – в головному мозку потомства білих щурів, які перенесли гіпоксію 
на різних стадіях пренатального онтогенезу. Модель гіпоксії створювали поміщенням самиць щурів у 
терміни вагітності, відповідні зародкового періоду, органогенезу і плодового періоду пренатального 
розвитку, в барокамеру, куди подавалася суміш газів: 5% кисню і 95% азоту з експозицією 20 хв 
щодня. Потомство, отримане від контрольної та дослідної груп, було використано для біохіміч-
них визначень по досягненні 1- і 3-місячного віку. Встановлено, що гіпоксія, перенесена вагітними 
самицями в період ембріонального органогенезу, викликає значні зміни в активності ферменту, 
особливо виражені в корі і мозочку, порівняно з прогестаційною і плідною гіпоксією. У 1-місячних 
щурів ферментативна активність знижується більшою мірою порівняно з тримісячними. Отже, 
вплив стресу в період інтенсивних процесів проліферації і міграції клітин формується в мозку і 
порушує глутаматний метаболізм.
Ключові слова: глутамінсинтетаза; пренатальна гіпоксія; головний мозок; онтогенез.

ВВЕДЕНИЕ

На современном этапе развития нейрофи-
зиологии, нейрохимии и медицины к числу 
наиболее актуальных проблем относится 
проблема ухудшение здоровья беременных 
женщин и как результат – высокая степень 
перинатальных потерь и патологий [1].

Наиболее распространенным и клиниче-
ски значимым стресс-фактором, которому 
может быть подвержен организм в процессе 
эмбрионального развития, считается гипок-
сия. В головном мозгу как наиболее воспри-
имчивом к недостатку кислорода органе, 
подверженном гипоксическому воздействию 
на основных этапах своего формирования, 
нарушается морфофункциональная организа-
ция, приводящая впоследствии к изменению 
поведенческих реакций и когнитивных функ-
ций [2, 3]. Нередко вызванные внутриутроб-

ной гипоксией микроповреждения мозга в 
раннем постнатальном периоде практически 
не диагностируются. Но в процессе роста и 
развития организма обусловленные внутриу-
тробным стрессом церебральные нарушения 
проявляются в большей степени, и в итоге 
могут привести к изменениям социальной 
адаптации [4, 5].

Причины обусловленных гипоксией це-
ребральных патологий кроются не только в 
изменении морфоструктурной организации 
мозга, но и биохимических характеристик. 
Показано, что следствием гипоксического 
воздействия является ослабление антиокси-
дантной защиты, интенсификация свободно-
радикальных процессов и развитие оксида-
тивного стресса, что в свою очередь нарушает 
метаболические процессы мозга, приводящие 
к отклонениям в механизмах синаптиче-
ской передачи нейронов [6, 7]. При этом 
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важную роль играет нейротрансмиттерный 
дисбаланс, проявляющийся в гиперактива-
ции ионотропных глутаматных рецепторов 
типа NMDA и AMPA, чрезмерном выбросе 
глутамата и провоцируемом им избыточном 
потоке кальция через NMDA-рецепторы, а 
также стимуляции каспазного каскада, т.е. 
запускается программа клеточного апоптоза, 
пусковым механизмом которого является глу-
таматная эксайтотоксичность [8–10]. 

Поэтому изучение метаболизма глутамата 
и активности ферментов, вовлеченных в его 
синтез и расщепление, представляет  боль-
шой интерес с позиций нейрофизиологии и 
медицины. Одним из звеньев в метаболиче-
ской цепи превращения глутамата в глута-
мат-глутаминовом цикле является реакция 
превращения глутамата в глутамин с деток-
сикацией аммиака, катализируемая фермен-
том глутаминсинтетазой. Обладая высокой 
чувствительностью к действию оксидантов, 
фермент поддерживает нормальное содержа-
ние глутамата и ионов аммония, регулируя 
клеточный кислотно- основной баланс. 

Целью нашей работы было выявление 
изменений глутаминсинтетазной активности 
в структурах головного мозга потомства бе-
лых крыс, перенесшего гипоксию на разных 
стадиях пренатального онтогенеза.

МЕТОДИКА

В качестве объекта исследования в работе 
были использованы половозрелые белые 
крысы-самки линии Вистар. Животные на 
протяжении 3 нед до начала эксперимента 
содержались в отдельных клетках вивария 
в обычном режиме с целью исключения и 
выведения из эксперимента больных и бе-
ременных особей. По истечении указанного 
срока выдержки для спаривания к самкам 
подсаживали самцов в соотношении 3:1 на 
2 сут. Первый день беременности конста-
тировали по выявлению сперматозоидов во 
влагалищном мазке нормально циклирующих 
самок. Далее все животные были разделены 

на 2 группы: контрольную и опытную. Опыт-
ную группу в свою очередь распределяли на 
3 подгруппы: 1-я, 2-я и 3-я – самки, подверг-
нутые гипоксии на первой (зародышевый 
период внутриутробного развития плода); 
второй (период органогенеза); и на третьей 
неделе беременности (плодный период) со-
ответственно.

Модель гипоксии создавали помещением 
самок крыс в указанные сроки беременности 
в барокамеру, куда подавалась смесь газов: 
5% кислорода и 95% азота с экспозицией 
20 мин ежедневно в течение 7 сут. Контр-
ольные особи также  содержались в баро-
камере в аналогичные сроки беременности, 
но при свободном поступлении кислорода в 
воздухе. Потомство, полученное от контр-
ольной и опытной групп, было использо-
вано для биохимических определений по 
достижении им 1- и 3-месячного возраста. 
При моделировании эксперимента мы руко-
вод ствовались принципами гуманного обра-
щения с животными, изложенными в дирек-
тиве Европейского сообщества.

После декапитации крыс в условиях 
гипотермии головной мозг был извле чен из 
черепной коробки, разделен на соответству-
ющие структуры и идентифицирован. Из 5 
церебральных структур – коры, мозжечка, 
гипоталамуса, среднего и продолговатого 
мозга – был приготовлен гомогенат по обще-
принятой методике. Определяли активность 
глутаминсинтетазы (КФ:6.3.1.2) [11] в мито-
хондриальной фракции, полученной методом 
дифференциального центрифугирования.

Полученные результаты исследования 
были обработаны с применением стати-
стического пакета программ «Statistiсa for 
Windows», а также «Microsoft Excel». При-
меняли t-критерий Фишера-Стьюдента и 
U-критерий Манна-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ полученных результатов исследова-
ния влияния внутриутробной  гипоксии вы-
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явил тенденцию снижения активности глута-
минсинтетазы в головном мозгу 1-месячных 
крыс. Однако степень снижения различна в 
зависимости от стадии пренатального онто-
генеза, на которой животное было подверже-
но гипоксическому воздействию. Так, у крыс, 
перенесших гипоксию в период прогестации 
(зародышевый период), отмечается снижение 
энзиматической активности в митохонд-
риальной фракции  коры и мозжечка (20 и 
17%), менее выраженное снижение в среднем 
и продолговатом мозгу (10%) и сохранение 
контрольного уровня в гипоталамусе (табл.1). 

Воздействие гипоксии в период органо-
генеза пренатального развития привело к 
более выраженному падению уровня глута-
мин синтетазной активности в головном моз гу 
крыс. Установлено, что в сравнении с конт-
ролем, процент снижения активности в мито-
хондриях коры и мозжечка составляет около 
40%,  гипоталамуса и среднего моз га – 30%, в 
продолговатом мозгу – 27%. У этих крыс выяв-
лена высокая чувствительность коры и мозжеч-
ка к гипоксии относительно других структур. В 
головном мозгу крыс, подвергнутых гипоксии 
в плод ном периоде внутриутробного развития, 
также наблюдаются изменения в активности 
исследуемого энзима, выражающиеся в ее 
снижении в пределах 10-17% относительно 
контрольных значений.

В следующей серии экспериментов, 
проведенной на 3-месячном потомстве, пе-
режившем пренатальную гипоксию, были 

получены результаты, несколько отличаю-
щиеся от показателей 1-месячных крысят. 
У крыс, гипоксированных в зародышевый 
период, сохраняется контрольный уровень 
энзиматической активности в коре и слабо 
выраженное повышение в остальных струк-
турах мозга в пределах 10% относительно 
контроля (табл. 2). 

Воздействие гипоксии на стадии органо-
генеза вызвало снижение показателя во всех 
структурах мозга: в коре – на 23%, мозжечке 
– 27%, гипоталамусе – 20%, среднем и про-
долговатом мозгу на 27 и 19% соответственно 
относительно контрольной группы. Эффект 
снижения активности глутаминсинтетазы 
сохраняется и у крыс, перенесших гипоксию 
в плодном периоде пренатального онтогенеза, 
однако, в сравнении с предыдущим периодом, 
оно находится в пределах 10-15% относитель-
но контрольных значений.

При обсуждении характера изменений ак-
тивности глутаминсинтетазы в головном моз-
гу пренатально стрессированных животных 
необходимо отметить следующее. В нашем 
исследовании были выбраны три критиче-
ских периода воздействия гипоксии на бере-
менных самок: прогестации, органогенеза и 
плодный период. Результаты работы выявили 
наиболее выраженные изменения активности 
энзима в головном мозгу пренатально гипок-
сированных крыс, достигших 1-месячного 
возраста. Следует отметить, что последствия 
гипоксии в период органогенеза более зна-

В.Р.Хаирова, М.И.Сафаров

Таблица 1. Динамика глутаминсинтетазной активности (мкмоль NH3·г
-1·ч-1) в митохондриях различных 

структур головного мозга 1-месячных крыс, подвергнутых гипоксии на различных стадиях пренатального 
онтогенеза (М±m, n=10)

Структуры головного
мозга

Контроль
Гипоксия в пренатальном онтогенезе

Зародышевый 
период

Период
органогенеза

Плодный 
период

Кора 8,4±0,1 6,8±0,1** 5,3±0,1* 7,2±0,1**
Мозжечок 6,5±0,1 5,4±0,1** 4,0±0,1* 5,4±0,1**
Гипоталамус 7,1±0,2 7,2±0,2 4,9±0,2* 6,5±0,2
Средний мозг 5,3±0,1 4,7±0,1 3,7±0,1* 4,4±0,1**
Продолговатый мозг 4,4±0,2 3,9±0,2 3,2±0,2* 3,9±0,2

Примечание. Здесь и в табл. 2 * Р < 0,001; ** Р < 0,01 по отношению к контролю
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чительны по сравнению с прогестационной 
и плодной гипоксией. Можно предположить, 
что воздействие гипоксического стресса в пе-
риод интенсивных процессов пролиферации 
и миграции клеток формирующегося мозга 
изменяет морфоструктурную организацию и 
нарушает биохимические процессы в мозгу, 
что впоследствии приводит к изменениям по-
веденческих реакций. Характер повреждения 
при одних и тех же патогенных воздействиях 
в значительной степени обусловлен стадией 
пренатального развития, что особенно от-
четливо проявляется в период органогенеза.

Как было отмечено выше, ведущим фак-
тором в патогенезе нейродегенеративных 
процессов в мозгу в результате гипоксических 
повреждений является эксайтотоксичность 
глутамата. Глутаминсинтетаза, выполняя роль 
своеобразного нейропротектора, нейтрализует 
нейротоксичность высоких концентраций глу-
тамата в нормальных условиях путем превра-
щения его в глутамин и связывания аммиака. 
Но в условиях гипоксии, когда происходят 
структурно-функциональные изменения в 
клетках и повреждение нейронов, а также из-
менение пластичности нейронных сетей, гли-
альные клетки, сохраняя свою способность к 
захвату глутамата за счет энергии гликолиза, не 
могут полностью нейтрализовать его избыток 
из-за сниженного содержания глутаминсинте-
тазы. Поэтому усиление экспрессии последней 
в астроцитах способствует защите нейронов от 
токсического действия избытка глутамата, что 

можно использовать в дальнейших поисках 
новых подходов в лечении нейродегенератив-
ных процессов.

С другой стороны, активация таких 
эн зимов глутаматного метаболизма, как 
глутаматдегидрогеназа, аспартат- и ала-
нинами нотрансфераза обеспечивает перевод 
глутамата в α-кетоглутарат – субстрат для 
ЦТК, что носит компенсаторно-адаптивный 
характер, препятствующий дальнейшей 
гибели нейронов [12].

Согласно исследованиям Mikheeva и 
соавт. [13], у крыс в модели гипоксии в 
период органогенеза наблюдается повы-
шение содержания серотонина в струк-
турах мозга. И именно на фоне высокого 
этого показателя в мозгу 21-суточных крыс 
отмечались наиболее выраженные отклоне-
ния в поведенческих реакциях относительно 
контрольной группы. Кроме того, высокое 
содержание катехоламинов в результате 
стресса, являясь токсичным, усугубляет 
развитие окислительного стресса, вызывая 
повреждение и/или гибель клеток.

Следует отметить прямую корреляцию 
между нарушением поведенческих реакций 
и отклонениями в когнитивных функциях с 
изменениями биохимических характеристик 
организма, перенесшего пренатальную 
гипоксию. Следствием является изменение 
морфофункциональной организации цент-
раль ной нервной системы, вызываемое 
нарушением процессов пролиферации и 

Динамика глутаминсинтетазной активности в головном мозгу крыс

Таблица 2. Динамика глутаминсинтетазной активности (мкмоль NH3·г
-1·ч-1) в митохондриях различных 

структур головного мозга 3-месячных крыс, подвергнутых гипоксии  
на различных стадиях пренатального онтогенеза (М±m, n=10)

Структуры головного
мозга

Контроль
Гипоксия в пренатальном онтогенезе

Зародышевый 
период

Период
органогенеза

Плодный 
период

Кора 9,7±0,2 10,3±0,3 7,5±0,2* 8,5±0,2
Мозжечок 7,7±0,2 8,5±0,2 5,7±0,2* 6,8±0,2
Гипоталамус 8,2±0,2 9,0±0,2 6,6±0,2** 7,4±0,2
Средний мозг 6,5±0,1 7,0±0,1 4,8±0,1* 5,7±0,1
Продолговатый мозг 5,3±0,2 5,8±0,2 4,3±0,2** 4,8±0,2
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миграции нейробластов тех отделов мозга, 
которые закладываются во время действия 
патологического фактора.

Результаты нашей работы свидетельству-
ют, что каждый период пренатального онто-
ге неза характеризуется общими и специ-
фическими чертами ответных реакций на 
гипоксическое воздействие. Влияние гипок-
сии в зародышевый период внутриутробного 
развития может быть незначительным в свя-
зи с отсутствием адекватных ферментных 
систем, что может привести к небольшим 
био химическим отклонениям в головном 
мозге (небольшой процент падения актив-
ности глутаминсинтетазы) или к ранней 
гибели и резорбции зародыша. На более 
поздних сроках пренатального развития 
плод менее восприимчив к повреждающим 
факторам, поэтому наблюдаемые нами из-
ме не ния активности глутаминсинтетазы в 
про центном соотношении также ниже по 
срав нению с гипоксированными в период 
орга но генеза животными. 

Резюмируя вышеизложенное, можно за-
ключить, что ответная реакция структур голов-
ного мозга на гипоксическое воздействие про-
является в различной степени выражен ности 
изменении активности исследуемого фермен-
та, что обусловлено морфофункциональными 
особенностями структур, плотностью глутама-
тергических нейронов, пластичностью мозга, 
а также связано с критическими периодами 
пренатального онтогенеза, на каждом из кото-
рых все элементы нервной системы проходят 
свои этапы повышенной чувствительности и 
восприимчивости к повреждающим факторам.

V.R. Khairova, M.I. Safarov

DYNAMICS OF GLUTAMINE SYNTHASE 
ACTIVITY IN RAT BRAIN IN PRENATAL 
HYPOXIA MODEL

Prenatal ontogenesis is a period of high sensitivity to stressful 
impact, so any stressor can lead to changes of physiological, 
biochemical indicators, behavioral and cognitive functions. 
The most common and clinically significant stress factor, 
which the embryo may be exposed during embryonic 

development, is hypoxia. In this case pathological changes in 
the central nervous system depend on the duration and severity 
of hypoxic exposure, individual tolerance and the stage of 
prenatal development, at each of which in the brain take place 
the basic histogenetic processes. By activating energetically 
disadvantageous anaerobic glycolysis hypoxia leads to excess 
of glutamate emission and cell apoptosis. Glutamine synthase 
is a basic enzyme that regulates metabolism of glutamate, 
catalyzing conversion of glutamate to glutamine with ammonia 
detoxification. The aim of the presented work was to reveal 
changes in the activity of one of the key enzyme of glutamate 
metabolism– glutamine synthetase - in the brain of offspring of 
white rats undergone to hypoxia at different stages of prenatal 
ontogenesis. Hypoxia was created by placing female rats at 
stages of the pregnancy, corresponding to progestation period 
of organogenesis and fetal period of prenatal development, 
in the hypobaric chamber with exposure to 5% oxygen and 
95% nitrogen gas mixture during 30 minutes per day. The 
offspring obtained from females of control and experimental 
groups were used for biochemical determinations in the age 
of 1 and 3month. It has been established that hypoxia exposed 
to pregnant females during embryonic organogenesis causes 
significant changes in enzyme activity, particularly pronounced 
in the cerebral cortex and cerebellum, as compared with 
progestational and fetal hypoxia. Enzyme activity decreased 
in a greater degree in one-month-old rats undergone to prenatal 
hypoxia, than three- month-old animals.
Thus, stress during intensive processes of proliferation and 
migration of cells of the forming brain violates glutamate 
metabolism of the brain.
Key words: glutamine synthetase; prenatal hypoxia; brain; 
ontogenesis.

Institute of  Physiology, Azerbaijan National Academy of 
Science, Baku
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Функціонування протеїназ у слизовій оболонці  
стравоходу після хімічних опіків
Т.В. Іщук, О.М. Савчук., Я.Б. Раєцька, В.В. Верещака, Л.І. Остапченко
ННЦ «Інститут біології» Київського національного університету ім. Тараса Шевченка;  
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Досліджували активність протеолітичних ферментів, участь металопротеїназ (ММП) та їх 
тканинних інгібіторів (TIМП) за розвитку лужного опіку стравоходу 1-го та 2-го ступеня. Вияв-
лено підвищення вмісту TIМП у гомогенатах стравоходу після опікової травми (у середньому на 
31-56% залежно від ступеня опіку). Показано зниження активності серинових протеїназ за умов 
опіку 1-го ступеня на 15-ту, 21-шу добу на 35 та 18% відповідно, а 2-го ступеня ─ на 54 та 50%. 
Встановлено зниження ММП при опіку 1-го ступеня на 15-ту та 21-шу добу на 30, 19% відповідно, 
за умов хімічного опіку 2-го ступеня на 15-ту та 21-шу добу на – 30 і 37%. Отримані результати 
вказують на розвиток рубцевих змін за умов лужного опіку стравоходу. Подальше дослідження 
участі ММП та TIМП у процесі загоєння ран, є перспективним при створенні ефективних підходів 
для профілактики утворення післяопікових рубців стравоходу. 
Ключові слова: лужний опік стравоходу; металопротеїнази; тканинні інгібітори металопротеїназ. 

ВСТУП

За даними Всесвітньої організації охорони 
здоров’я відзначається стабільне зростан ня 
числа хімічних опіків стравоходу, що коре лює 
зі збільшенням кількості порівняно доступ-
них технічних і побутових агресивних рідин 
[1]. Згідно зі статистикою основною групою 
ризику є діти від 1 до 3 років [2]. 

До ранніх наслідків хімічних опіків 
стравоходу належать набряк гортані, екзо-
термічний шок, кровотеча, некрози [3]. Проте 
основним результатом опікових уражень є 
формування рубців. Розвиток ранніх рубце-
вих змін починається вже з 3-го тижня після 
опікової травми [4]. Лише в 30% випадків 
загоєння ураження після хімічного опіку від-
бувається без рубцевих утворень, відповідно, 
у 70% пацієнтів формуються стійкі рубці [5]. 
Причиною розвитку рубцевих змін слизової 
шлунково-кишкового тракту є тривале та 
надмірне накопичення матриксних компо-
нентів. Так, формування фіброзу (рубців) 
супроводжується накопиченням колагену та 

морфологічними змінами тканини, що приз-
водить до порушення балансу між процесами 
синтезу та деградації компонентів екстраце-
люлярного матриксу (ЕЦМ). Наразі відомо, 
що утворення рубців спричинено надмірним 
синтезом колагену та зміною співвідношен-
ня металопротеїназ (ММП) та їх тканинних 
інгібіторів (ТІМП) [6]. 

У динаміці загоєння післяопікових ура-
жень клітинами cекретуються, активуються 
та функціонують різні ММП. Зазначені ен-
зими локалізуються в певних зонах ран, а їх 
активація припадає на різні періоди процесу 
загоєння [7]. Незважаючи на важливу роль, 
яку ММП відіграють у ремоделюванні по-
заклітинного матриксу, досліджень, присвя-
чених вивченню протеолітичної активності 
протягом перших трьох тижнів (або ранніх 
рубцевих змін) післяопікових ран стравоходу 
недостатньо. Наукові праці з цієї проблемати-
ки, в основному, зосереджені на досліджені 
або певних ММП, або їх інгібіторів тобто, не 
завжди комплексні [8].
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Метою нашої роботи було визначення за-
гальної активності протеолітичних ферментів 
та ролі ММП у загоєнні післяопікових ран за 
умов розвитку лужного опіку стравоходу 1-го 
та 2-го ступеня. 

МЕТОДИКА

У дослідах використовували білих неліній-
них статевонезрілих щурів (1-місячних) 
ма сою 90─110г (відповідають 3-4-річному 
віку дітей) із дотриманням загальних етич-
них принци пів експериментів на тваринах, 
ухвалених Першим національним конгресом 
України з біоетики (вересень 2001 р.), інших 
міжнародних угод і національного законо-
давства в цій галузі. Тварин утримували 
на стандартному раціоні віварію. Їм експе-
риментально моделювали опік стравоходу 
розчином NaOH (10 і 20%) [9]. Гомогенати 
стра воходу для дослідження відбирали на 
1,7,15 та 21-шу добу, які відповідають ста діям 
опі кової хвороби. Методом виведення тварин 
із дос ліду була цервікальна дислокація.

Електрофорез ензимом проводили у 
12%-му поліакриламідному гелі , який був 
заполімеризований з 1 мг/мл желатину. Після 
електрофорезу додецилсульфат натрію вида-
ляли з гелю промиванням у 2,5%-му розчині 
тритону Х-100. Потім гель залишали в 0,05 
моль/л тріс-HCl-буфері (рН 7,4) упродовж 
12 год. Гель забарвлювали за допомогою 
Coomassi R-250 та ідентифікували зони 
протеолітичної активності за положенням 
незабарвлених плям [10].

Загальну активність протеїназ у зразках 
аналізували за визначенням казеїнолітичної 
активності з наступними модифікаціями. Для 
селективного дослідження активності ММП 
і серинових протеїназ до реакційної суміші 
(кінцева концентрація) додавали 0,2 моль/л 
етилендіамінтетраацетат натрію (ЕДТА) або 
0,2 моль/л фенілметилсульфоніл флуориду 
(ФМСФ) відповідно [11].

Вміст ТІМП-1 та ММП-1, ММП-2 виз-
начали методом імуноферментного аналізу 

[12]. Як антиген при цьому використовували 
солюбілізований білковий матеріал гомогена-
ту стравоходу щурів, розведений до концент-
рації білка 10 мкг/мл за допомогою 50 моль/л 
тріс-HCl-буфера (рН 7,4). Досліджувані 
зразки об’ємом 100 мкл інкубували в 96-лун-
ковому планшеті протягом ночі при 4ºС. Під 
час дослідження були використані первинні 
поліклональні антитіла («Santa Cruz», США), 
вторинні антитіла, кон’югованоні з перокси-
дазою хрону («Bio-Rad», США) та субстрат 
о-фенілендіамін перекису водню («Sigma», 
США). Вимірювання проводили при довжині 
хвилі 492 нм.

Статистичну обробку отриманих резуль-
татів здійснювали з використанням програми 
OriginLab 8.0. та TotalLab 2.01. Зміни показ-
ників вважали вірогідними при P < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Загоєння післяопікових ран є динамічним 
процесом і потребує балансу між механізма-
ми синтезу та деградації компонентів ЕЦМ. 
Його можна розділити на три основні етапи: 
запалення, формування нової тканини (реепі-
талізація) та ремоделювання міжклітинного 
матриксу. Протеолітична деградація ЕЦМ є 
одним з ключових етапів загоєння опікових 
уражень (таких, як деградація матриксу, 
ангіогенез, міграція кератиноцитів і ремоде-
лювання позаклітинного матриксу) та забез-
печується протеолітичними ферментами [13]. 

Нами було визначено загальну протеолі-
тичну активність гомогенату стравоходу за 
умов моделювання лужного опіку стравохо-
ду (рис. 1). Так, на 1-шу добу експерименту 
показа но підвищення активності проте-
олітичних ферметів за умов розвитку 1-го та 
2-го ступеня опіку на 11 та 13% відповідно. 
Підвищення активності протеолітичних 
ферментів на 1-шу добу зумовлено пошкод-
женням клітин лугом і сприяє лізису некро-
тизованих тканин для очищення опікової 
рани. Отримані результати узгоджуються з 
даними вітчизняних і закордонних дослід-

Функціонування протеїназ у слизовій оболонці стравоходу після хімічних опіків
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ників [14,15]. За умов моделювання лужного 
опіку 1-го ступеня на 7-му, 15-ту та 21-шу 
добу активність протеолітичних ферментів 
знижувалася на 23, 14 та 30% відповідно, 
2-го ступеня ─ на 50 та 42% на 15-ту та 21-
шу добу відповідно. 

До основних протеїназ, які беруть участь 
у процесі ремоделювання післяопікових ран, 
належать серинові та ММП. Нами було виз-
начено активність протеолітичних ферментів 
за наявності зазначених інгібіторів (рис.2). 
При розвитку хімічного опіку 1-го та 2-го 
ступеня на 1-шу добу активність ММП підви-
щувалась на 15 і 17%, на 15-ту та 21-шу добу 
відбувалось зниження на 30, 19% і на 30, 37% 
відповідно. Активність серинових протеїназ 
після моделювання опіку стравоходу 1-го 
ступеня підвищувалася на 1-шу добу на 30%, 
на 15-ту, 21-шу знижувалася на 35 та 18% від-
повідно. У разі опіку 2-го ступеня активність 
підвищувалася на 1-шу добу на 38%, на 15-ту, 
21-шу – знижувалася на 54 та 50%.

Таким чином, лужний опік стравоходу 1-го 
та 2-го ступеня супроводжувався зниженням 
загальної протеолітичної активності, в тому 
числі активності ММП і серинових протеїназ. 
Опік 2-го ступеня характеризувався більш 
суттєвим змінами досліджуваних ферментів. 
Слід зазначити, що репараційні процеси за 
умов опіку стравоходу починаються з 10-15-

ї доби, тому зниження активності основних 
протеолітичних ферментів, які беруть участь 
у ремоделюванні ЕЦМ, можуть призводити 
до надмірного рубцювання опікової рани 
після опіку стравоходу 2-го ступеня. 

Функціонування ММП при нормальних 
та патологічних загоєннях ран активно до-
сліджується [16, 17]. Разом з цим недостат-
ньо експериментальних та клінічних даних 
стосовно ролі ММП у загоєнні післяопікових 
ран саме стравоходу.

Нами було визначено вміст ММП-1 та 
ММП-2 у гомогенаті слизової оболонки стра-
воходу щурів після моделювання лужного 
опіку 1-го та 2-го ступеня (рис.3). Вміст ММП-
1 зростав протягом усього експерименту, мак-
симальне підвищення спостерігалося на 1-шу 
добу при опіку 1-го та 2-го ступеня на 287 та 
217% відповідно порівняно з контрольними 
значеннями. Вміст ММП-2 у гомогенатах 
стравоходу вірогідно підвищувався. Так, за 
умов лужного опіку 1-го ступеня він підвищу-
вався на 1-шу та 21-шу добу на 108 та 105% 
відповідно, при опіку 2-го ступеня ─ на 163 та 
153%. Слід зазначити, що за умов моделюван ня 
лужного опіку стравоходу 2-го ступеня, вміст 
ММП-2 був вищим протягом всього дослід-
ження, порівняно з опіком 1-го ступеня. 

Після травми MMП-1 синтезується ба-
заль ними кератиноцитами дистальних діля-

Рис. 1. Загальна протеолітична активність гомогенату стравоходу за умов експериментального моделювання лужного 
опіку 1-го (1) та 2-го (2) ступеня. *  P<0,05 відносно контролю
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нок епідермісу декількох типів опікових 
ура жень (ранової інфекційні рани, хронічні 
ви ра зки, післяопікові рани) [13]. Окрім того, 
ав тори опублікували дані, що показали участь 
ММП-2 та ММП-3 у загоєнні післяопіко-
вих ранах [18,19]. Варто вказати, що вміст 
ММП-2 зростає протягом 1-2-ї доби після 
пош кодження шкіри та зберігається на до-

сить високому рівні навіть за умов повного 
загоєння рани [18]. 

Аналіз ензимограми гомогенату стра-
воходу контрольних зразків і таких після 
моделювання опіку 2-го ступеня виявив 
білкові фракції з молекулярними масами 
75, 72, 57, 53 та 28 кДа. Білкова фракція з 
молекулярною масою 72 кДа, ймовірно, від-

Рис. 2. Активність серинових протеїназ (І) та металопротеїназ (ІІ) гомогенату стравоходу за умов експериментального 
моделювання лужного опіку 1-го та 2-го ступеня. *P<0,05 відносно контролю
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повідає ММП-2. Фракція з молекулярною 
масою 57 кДа може відповідати ММП-3 
(стромелізин-1), яка каталізує деградацію 
багатьох компонентів сполучної тканини, 
включаючи протеоглікани, колаген типів II, 
IV, IX і XI, ламінін і фібронектин. ММП-3 
секретується, як профермент і активуєть-
ся в природних умовах через обмежений 
протеоліз тканинними і плазматичними 
ендопептидазами [18]. 

Білкова фракція з молекулярною масою 
75 кДа, можливо відповідає MMП-8 (також 
відома, як нейтрофільна колагеназа). Цей 
фермент міститься в специфічних гранулах 
поліморфноядерних лейкоцитів (PMNs) у 
вигляді неактивного проферменту. ММП-
8 – ключовий фермент початкових етапів 
процесів руйнування ЕЦМ, особливо при 
патологічних запальних процесах. Benedict  
та співавт. встановили, що його вміст в 
уражених ділянках шкіри підвищується на 
4-ту добу ранового процесу більше ніж у 2 
рази порівняно з ММП-1 [20], що пов’язано 
з особливостями профілів синтезу MMП-8. 
У перші години після пошкодження шкіри 
нейтрофіли починають інфільтрувати тка-
нини рани, що триває впродовж усієї стадії 
запалення. Як відомо, ці клітини продукують 
численні цитокіни та білкові фактори, у тому 

числі і деякі протеїнази, зокрема ММП-8 
[17].

Виявлена білкова фракція з молекуляр-
ною масою 53 кДа може відповідати MMП-
10, або стромеліназі-2, яка здатна розще-
плювати кіль ка білків, що беруть участь 
у ремоделю ванні та загоєнні ран: колаген 
типів III і IV, желатин, нідоген, ламінін-1, 
еластин і протеоглікани. Активний фер-
мент здатен активувати про-MMП-1, -7, 
-8 і -9. Фракція з молекулярною масою 28 
кДа ймовірно відповідає ММП-7, однієї 
з найменших протеїназ, що складається з 
продомену та каталітичного домену. MMП-
7 синтезується в нормальних і стресованих 
епітеліальних клітинах [7]. 

Наразі відомо, що порушення процесу 
загоєння післяопікових ран (рубцювання) є 
причиною надмірного синтезу колагену, який 
спричинений дисбалансом у співвідношен-
ні ММП та ТІМП [21]. Dietmar та співавт. 
показали збільшення експресії TIMП-1 та 
ТІМП-2 в гіпертрофічній рубцевій тканині 
після опіків [17]. Очевидно, TIMП також 
має велике значення для патогенезу ранового 
процесу. 

Нами було визначено вміст інгібіторів 
ММП, TІМП-1, в гомогенатах стравоходу 
після моделювання 1-го та 2-го ступеня 

Рис. 4. Вміст тканинних інгібіторів металопротеїназ-1 у гомогенаті стравоходу за умов експериментального моделювання 
лужного опіку 1-го (1)та  2-го (2) ступеня. *  P<0,05 відносно контролю
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лужного опіку (рис.4). Так, протягом усього 
експерименту цей показник вірогідно зростав 
порівняно з контролем. Найвище значення 
спостерігали на 15-ту та 21-шу добу після 
моделювання опіку стравоходу 2-го ступеня. 
Значне підвищення вмісту ТІМП-1 за умов 
опіку 2-го ступеня та зниження активності 
протеолітичних ферментів на 21-шу добу 
експерименту може свідчити про розвиток 
рубцевих змін.  

Отже, лужний опік супроводжувався зни-
женням активності протеолітичних фермен-
тів гомогенату стравоходу. Показано участь 
ММП у загоєні післяопікових ран. Отримані 
результати, щодо підвищення вмісту ТІМП 
та зниження активності ММП гомогенату 
стравоходу свідчать про розвиток рубцевих 
змін за умов моделювання лужного опіку 
2-го ступеня.

T.V. Ishchuk, O. M Savchuk, Ya.B. Raetska,  
V.V. Vereschaka, L.I. Ostapchenko

FUNCTIONING PROTEASES IN THE 
ESOPHAGUS MUCOSA AFTER CHEMICAL 
BURNS

The main result of esophagus burn is the formation of scars, 
that caused by excessive synthesis of collagen and changes 
the balance of  metalloproteinases and their tissue inhibitors. 
It was studied the activity of proteolytic enzymes, participation 
of MMP (metalloproteinase) and their tissue inhibitors (TIMP) 
in alkali burns of the esophagus  1st and 2nd degrees. We have 
shown a significant increase of TIMP level in homogenate 
after alkali burns of the esophagus (an average of 31-56% 
depend on of burn degree). We observed a reduced activity 
of serine proteinase after 1st degree burns on 15th, 21st day 35 
and 18% respectively, after burns 2nd degree on 15th, 21st day 
54 and 50%. The decrease of activity MMP after 1st degree 
burns on 15th and 21st day 30, 19%, respectively, in conditions 
of chemical burns 2nd degree on 15th and 21st day 30, 37%. 
These data may indicate the development of scarring after 
burn simulation of 2nd degree. Further investigation of the 
MMP and TIMP in the process of wound healing can be useful 
in creating effective approaches to prevent formation of post 
scarring of the esophagus.
Keywords: caustic burns of the esophagus; matrix metal-
loproteinases; tissue inhibitor of metalloproteinases.
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Т.В. Ищук, А.Н. Савчук, Я.Б. Раецкая,  
В.В. Верещака, Л.И. Остапченко

ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ ПРОТЕИНАЗ В 
СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКЕ ПИЩЕВОДА 
ПОСЛЕ ХИМИЧЕСКОГО ОЖОГА 

Исследовали активность протеолитических ферментов, 
участие металлопротеиназ (ММП) и их тканевых инги-
биторов (TIМП) в условиях развития щелочного ожога 
пищевода 1 и 2-й степени. Выявлено повышение содержа-
ния TIМП в гомогенатах пищевода после ожоговой травмы 
(в среднем на 31-56% в зависимости от степени ожога). 
Показано снижение активности сериновых пртеиназ при 
ожоге 1-й степени на 15-е, 21-е сутки на 35 и 18% соот-
ветственно, а при 2-й степени - на 54 и 50%. Установлено 
снижение активности ММП  при ожоге 1-й степени на 
15-е и 21-е сутки на 30, 19% соответственно, в условиях 
развития ожога 2-й степени на 15-е и 21-е сутки на 30 и 
37%. Полученные результаты указывают на развитие руб-
цовых изменений после моделирования ожога пищевода. 
Дальнейшее исследование участия ММП и TIМП в про-
цессе заживления ран, является перспективным в создании 
эффективных подходов для профилактики образования 
послеожоговых рубцов пищевода.
Ключевые слова: щелочной ожог пищевода; металлопро-
теиназы; тканевые ингибиторы металопротеиназ. 

УНЦ «Институт биологии», Киевского национального 
университета им. Тараса Шевченко. 
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Вплив переривчастої нормобаричної гіпоксії  
на вегетативний гомеостаз у дітей  
із радіоекологічно несприятливих регіонів 
Л.М. Лісуха
Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця НАН України, Київ; e-mail:lisukha_lyubov@inbox.ru

Досліджено вплив переривчастої нормобаричної гіпоксії (ПНГ) саногенного рівня на дітей, що 
проживають на радіоактивно забруднених територіях. Обстежених було поділено на три групи: 
37 осіб основна (I група – медикаментозне лікування згідно з протоколами і сеанси ПНГ ), 35 – 
порівняння (II – медикаментозне лікування), 30 – контрольна (III – здорові). Встановлено, що у дітей 
6-11 років основної групи після комбінованого лікування з сеансами ПНГ (10-12 % кисню в азоті) 
вірогідно збільшило значення RMSSD на 36% у фоновому записі, а у дітей 12-17 років – на 27% при 
виконанні кліноортостатичної проби. Доведено,що симпато-вагальний індекс знизився на 23% у 
дітей 6-11 років відносно групи порівняння. Індекс напруження регуляторних систем знизився у 
дітей обох груп, що свідчить про зменшення центрального контуру управління серцевим ритмом. 
Ключові слова: переривчаста нормобарична гіпоксія; варіабельність серцевого ритму; кардіоін-
тервалографічні гіпоксичні маркери; кліноортостатична проба; діти з радіоактивно забруднених 
територій. 

ВСТУП

При адаптації до переривчастої нормобарич-
ної гіпоксії важлива роль належить серцево-
судинній системі [1, 2]. Вегетативна нервова 
система (ВНС) при цьому забезпечує належ-
ний кровообіг регулюванням частоти серце-
вих скорочень (ЧСС) і пульсового тиску крові 
за допомогою нейрогуморальних механізмів. 
Компенсаторно-пристосувальні реакції сер-
цево-судинної системи мають індивідуальну 
залежність та забезпечують як системну 
гіпоксичну централізацію кровообігу, так і 
внутрішньомозковий регіональний розподіл 
крові до найбільш життєво важливих центрів 
[3, 4].

Одним з основних методів вивчення 
механізмів контролю серцево-судинної си-
стеми з боку ВНС є аналіз варіабельності 
серцевого ритму (ВСР) за допомогою кар-
діоінтервалографії (КІГ) [5–7]. Оцінка ВСР 
є сучасною методологією для дослідження 

регуляторних систем організму. Чим силь-
ніший вплив подразника на організм, тим 
вищий рівень регуляції бере участь у ком-
пенсаторно-пристосувальних механізмах. 
При цьому більш високі рівні (вегетативні 
центри кори головного мозку, лімбіко-гіпо-
таламо-ретикулярний комплекс) гальмують 
більш низькі (симпатичний і парасимпатичні 
відділи ВНС) [8–10]. Математичний аналіз 
ВСР дає можливість широко використовувати 
його для діагностики, перебігу,віддалених 
наслідків різних захворювань та ефектив-
ності лікування. Статистичний аналіз цього 
методу – сукупність послідовних часових ін-
тервалів R-R з автоматичним обчислюванням 
тривалості. Його показники при підвищенні 
свідчать про зростання вагусної активності, а 
зниження – симпатичної. Спектральні методи 
на основі часових і частотних характеристик 
мінливості серця дають інформацію про ак-
тивність симпатичного та парасимпатичного 
відділів ВНС, чутливість барорецепторів 
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судин, рівень метаболічного забезпечення 
організму. Аналіз за Баєвським характеризує 
ступінь адаптації серево-судинної системи і 
оцінює адекватність процесів регуляції.

Вегетативне забезпечення діяльності – 
це підтримання відносного рівня ВНС, яка 
регулює дію органів і систем в умовах наван-
таження. Найбільш інформативне і доступне 
визначення цього показника за кліноортопро-
бою (КОП) – експериментальною реакцією 
організму при переході із горизонтального 
в вертикальне положення [11]. При цьому 
активується симпатичний відділ ВНС. Для за-
безпечення стійкості гемодинаміки при КОП 
має значення взаємодія серцевого і судинного 
факторів [12,13].

Відомо, що в патогенезі неінфекційних 
захворювань шлунково-кишкового тракту 
(ШКТ): гастритів, гастродуоденитів, вираз-
кової хвороби шлунка і дванадцятипалої 
кишки суттєву роль відіграє ВНС. У хворих 
з вказаною патологією за даними КІГ, пере-
важає вихідна ваготонія. А при проведенні 
КОП у більшості реєструється гіперсимпати-
котонічна реактивність. Діти з перевагою 
па расимпатичної ланки мають порушення з 
боку гастродуоденальної зони. Це пояснюєть-
ся фізіологічними особливостями будови 
ВНС [9, 14-15]. Дослідження ВСР у дітей, що 
мешкають на радіоактивно забруднених тери-
торіях у віддалений після аварії період і ма-
ють патологію ШКТ, практично не вивчено. 
Захворюваність таких дітей характеризується 
коморбідністю. Рання корекція відхилень 
ВНС, що пов’язана із надсегментарними та 
сегментарними порушеннями вегетативної 
регуляції, може запобігати розвитку патології.

У доступних нам літературних джерелах 
ми не знайшли даних щодо впливу ПНГ 
саногенного рівня на ВСР у дітей з патологією 
ШКТ, що потерпіли внаслідок Чорнобиль-
ської катастрофи. У зв’язку з цим метою 
нашої роботи було вивчити вплив ПНГ 
саногенного рівня на ВСР у дітей, що 
проживають на радіоактивно забруднених 
територіях.

МЕТОДИКА

Дітей віком від 6 до 17 років, поділено на три 
групи: I (основна) – 37 осіб, II (порівняння) – 
35 , III (здорові) – 30. У дітей I та II груп була 
патологія ШКТ і вони проживали у 2, 3 та 
4-й зоні за радіоактивним забрудненням [16] 
та знаходилися на стаціонарному лікуванні 
у ДУ «Національному науковому центрі 
радіаційної медицини НАМН України». 
Пацієнти I групи отримували комбіноване 
лікування (тобто медикаментозне згідно з 
затвердженими протоколами МОЗ України 
при захворюваннях ШКТ і сеанси ПНГ), а 
II групи – медикаментозне (згідно з прото-
колами). Діти III групи на момент обстеження 
мали середні значення показників фізичного і 
статевого розвитку, протягом 2 міс не хворіли 
на гострі захворювання та проживали в 
«чистих» щодо радіоактивного забруднення 
регіонах, і не належали до постраждалих 
внаслідок Чорнобильської аварії. Зважаючи 
на те, що в кожну групу входили обстежувані 
віком від 6 до 17 років, ми окремо аналізува ли 
показники у пацієнтів молодшого шкільного 
віку (6 – 11 років) та старшого шкільного віку 
(12 – 17 років). 

Аналіз ВСР проводили за допомогою 
автоматизованого комплексу «КАРДІО+» 
(ТОВ «НВП «МЕТЕКОЛ» Ніжин). Прилад 
має державну реєстрацію за № 1952-2003 
від 17.07.2009 та сертифікат відповідно-
сті № UA 1.003.0000031-11 від 05.01.2011. 
Оцінювали статистичний аналіз ВСР: ЧСС, 
SDNN – стандартне відхилення (SD) величин 
від нормальних інтервалів R-R (NN) – один з 
основних показників, що характеризує стан 
механізмів регуляції, залежить від впливу на 
синусовий вузол симпатичного і парасимпа-
тичного відділів ВНС; RMSDD – квадрат-
ний корінь із середнього квадратів величин 
послідовних пар інтервалів NN – показує 
перевагу впливу парасимпатичного відділу; 
pNN50 – відсоток послідовних інтервалів NN, 
різниця між якими перевищує 50 мс, визначає 
перевагу впливу парасимпатичного відділу. 

Л.М. Лісуха
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У разі спектрального аналізу вивчали: ТР – 
загальна потужність спектра; HF – коливання 
високої частоти – відображають вагусний 
контроль серцевого ритму; LF – коливання 
низької частоти – мають барорефлекторну 
природу, відображають зміни як симпатичної 
так і парасимпатичної активності; HFn і LFn - 
потужність коливань високої і низької частоти 
в нормалізованих одиницях відповідно; VLF 
– дуже низькі коливання; LF/HF – симпато-ва-
гальний індекс – характеризує співвідношення 
симпатичних і парасимпатичних впливів на 
ритм серця. Проводили аналіз за Баєвським: 
Mo – мода – значення R-R, які найбільш часто 
зустрічаються; Amo – амплітуда моди – число 
кардіоінтервалів у відсотках, X – варіаційний 
розмах; ІВП – індекс вегетативного напружен-
ня, ВПР – вегетативний показник ритму; ПАПР 
– показник адекватності процесів регуляції; 
ІН – індекс напруження регуляторних систем, 
ПАРС – показник активності регуляторних 
систем. ВСР досліджували в КОП. Запис КІГ 
проводили в першій половині дня. Спочатку 
дитина перебувала у горизонтальному поло-
женні 7-10 хв (фоновий запис), а потім дитина 
повільно приймала вертикальне і стоячи її 
обстежували (7-10 хв). За результатами КОП 
вивчали вегетативну реактивність (співвідно-
шення ІН1/ІН2) та вегетативне забезпечення 
діяльності. Вимірювали артеріальний тиск та 
пульс до та після лікування.

Для дітей I групи застосовували нормо-
баричну газову гіпоксичну суміш, що скла-
далася з 12 % кисню і 88 % азоту. ПНГ 
проводили за допомогою індивідуального 
апарата гірського повітря типу «Борей» ви-
робництва наукового медико-інженерного 
центру «НОРТ» НАН України, м. Київ. Для 
кожного пацієнта підбирали індивідуальні 
режими проведення ПНГ [17].

Обстеження проведено з дотриманням 
націо нальних норм біоетики та положень 
Гельсінської декларації (2013) за письмовою 
згодою батьків хворих дітей після докладного 
інформування про цілі, тривалість та проце-
дуру дослідження.

При аналізі отриманих результатів ви-
користовували методи статистичної оброб-
ки з позиції доказової медицини [18, 19], 
програми «Microsoft Exsel» та програмного 
забезпечення «SPSS Statistics (Version 17)». 
Нами застосовано методи параметричної і 
непараметричної статистики. Розраховували 
середні значення показників (М), їх стандарт-
ну похибку (m). Вірогідність розбіжностей 
для вибірок з нормальним розподілом оціню-
вали за критерієм t Стьюдента. Для вибірок, 
що не задовольняють критерій нормальності, 
нами застосовано непараметричні критерії 
Вілкоксона і Манна-Уітні та ранговий коре-
ляційний аналіз Спірмана. Статистично зна-
чущими вважалися відмінності результатів 
при Р<0,05, Р<0,001.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Показники ВСР після проведеного лікування 
свідчили про складність адаптаційних реак-
цій у обстежуваних та мали різноспрямовані 
значення. Вихідний вегетативний тонус 
(ВВТ) за показниками КІГ у дітей 6-11 років 
I групи (комбіноване лікування) характери-
зувався як ейтонія у 35%, ваготонія у 59%, 
симпатикотонія у 6% та наближався до групи 
контролю 40% (ейтонія), 60% (ваготонія). У II 
групі (медикаментозне лікування) такі харак-
теристики ВВТ були у 20, 53, 7% відповідно, 
крім того реєструвалася гіперсимпатикотонія 
у 20%. У дітей 12-17 років ВВТ розподілився 
так: у I групі – у 55, 30, 10, 5% , у II – у 20, 
55, 15, 10%, у III – у 53, 20, 7, 20% відпо-
відно. Таким чином, у пацієнтів молодшого 
та старшого шкільного віку зсув ВВТ після 
сеансів ПНГ був у бік ейтонії і ваготонії, а 
у дітей, що отримували лише стандартне 
лікування – ваготонії. 

ПАРС характеризує адаптацію організ му 
до навколишнього середовища. На осно ві 
індивідуального розподілу після комбіно-
ваного лікування у дітей від 6 до 11 років 
основної групи норму реєстрували у 35% 
(1-2 бали), помірне напруження 10% (3-4 

Вплив переривчастої нормобаричної гіпоксії на вегетативний гомеостаз у дітей
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бали), виражене – у 10% ( 5-6 балів), різко 
виражене – у 35% (7-8 балів). У групі порів-
няння 47, 13, 33, 7% відповідно, а у групі 
контролю 67, 10, 17, 6%. У дітей 12-17 років 
– 70, 15, 10, 5%, у групі порівняння – 50, 20, 
15,15% відповідно, а у групі контролю – 90 
(норма), 5 (помірне), 5% (різко виражене). 
При різко вираженому напруженні ПАРС 
виникає незадовільна адаптація організму 
до навколишнього середовища та поступове 
виснаження адаптаційних резервів. У нашо му 
дослідженні для більшості дітей 6-11 років 
характерною була надлишкова активність ре-
гуляторних систем. Це може бути зумовлено 
як анатомо-фізіологіними особливостями, так 
і підвищенням активації симпато-адреналової 
та гіпофізарно-наднирниковозалозної систем. 
Отже, у обстежуваних дітей, що проживають 
на радіоактивно забруднених територіях, пі-
сля проведеного лікування з сеансами ПНГ 
адаптаційні реакції (до навколишнього сере-
довища не сягали контрольних значень, що 
може бути пов’язано з хронічним перебігом 
захворювання ШКТ, супутньою патологією, 
психо-емоційним навантаженням, процесом 
навчання та дією несприятливих екологічних 
факторів. 

Після комбінованого лікування, значущі 
зміни та позитивний вплив було встановлено 
на показники ВСР. Результати дослідження 
показали, що у дітей у 6-11 років у спокої 
вірогідно збільшилися значення SDNN з 
123,59±29,19 до 215,59±33,07, RMSSD з 
55,29±5,16 до 85,76±11,35, проте першого не 
сягали (231,27±43,98), а другого були вищи-
ми (78,07±5,37) від контролю. Індивідуальні 
значення ЧСС нормалізувалися у більшості 
обстежуваних, а pNN50% мали тенденцію 
до підвищення. Це може свідчити про змен-
шення напруженості симпатичної ланки 
ВНС та підвищення активності парасимпа-
тичної. При ортостатичному навантаженні 
(Р<0,05) знизився RMSSD з 31,18±6,59 до 
20,29±1,31 та наблизився до групи контр-
олю (21,93±1,36). Тенденцію до підвищення 
реєстрували SDNN та pNN50%. Це дає під-

ставу стверджувати про зниження тонусу 
парасимпатичної ланки і активацію симпа-
тичної. У дітей 12-17 років основної групи у 
фоновому записі (Р<0,05) зменшився SDNN 
з 116,60±23,42 до 66,35±5,95 та наблизився 
до значення III групи (62,67±7,77). RMSSD 
мав тенденцію до підвищення з 55,00±7,23 до 
70,10±9,83 і був на 9% вищим від контролю. 
На фоні комбінованого лікування pNN50% 
(38,75±6,47) був (Р<0,05) знижений на 17% 
відносно групи порівняння (46,63±5,59) і 
наближений до контрольної (41,13±5,77). 
При ортостатичному навантаженні стати-
стично збільшився RMSSD з 14,05±1,80 до 
19,15±1,87 (Р<0,05) та наблизився до значень 
III групи (21,40±1,83). Показники SDNN та 
pNN50% мали тенденцію до підвищення або 
зниження, проте не набували статистичної 
значущості відносно групи порівняння. Та-
ким чином, у дітей старшого шкільного віку 
реєстрували активацію обох ланок ВНС і 
зменшення напруженості кардіореспіратор-
ної системи.

RMSSD вважається гіпоксичним марке-
ром (нормобаричної гіпоксичної гіпоксії) 
і досліджений у дорослих [20-22]. Його 
динаміка відображає ступінь активності 
процесів авторегуляції, що забезпечують 
підтримку адекватного парціального тиску 
кисню у тканинах. У літературі ми не знайш-
ли даних щодо вивчення КІГ гіпоксичних 
маркерів у дітей, що проживають на радіо-
активно забруд нених територіях. У нашому 
досліджен ні зростання цього показника після 
впливу ПНГ у дітей обох вікових груп (фо-
новий запис), може свідчити про зменшення 
вагусного контролю міокарда, зниження на-
вантаження на кардіореспіраторну систему 
та ефективність проведеної нормобаричної 
гіпоксії саногенного рівня. Діти молодшого 
віку були більш чутливими і у них були кра-
щими пристосувальні реакції серцево-судин-
ної системи до сеансів ПНГ.

Як показав аналіз показників спектраль-
ної потужності (фоновий запис), результати 
дослідження яких наведено у табл. 1 і 2, 

Л.М. Лісуха
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застосування комбінованого методу сприяло 
також підвищенню адаптаційних реакцій та 
збалансуванню роботи обох відділів ВНС. 
Різниця між показниками дітей молодшого 
та старшого шкільного віку зумовлена як 
анатомо-фізіологічнми особливостями і адап-
таційними реакціями, котрі відбуваються на 
фоні відносно незакінченого морфогенезу у 

процесі розвитку, так і активацією підкірко-
вих нервових центрів, гіпофіза, гіпоталамуса, 
що беруть участь у формуванні нового гор-
монального стану. Отже, у дітей 6-11 років 
вірогідне підвищення ТР, коливань LF та 
тенденція до зменшення індексу LF/HF може 
свідчити про активацію парасимпатичного 
відділу ВНС. При цьому нормалізацію веге-

Вплив переривчастої нормобаричної гіпоксії на вегетативний гомеостаз у дітей

Таблиця 1. Зміна вихідних показників варіабельності серцевого ритму у дітей від 6 до 11 років залежно від 
проведеного лікування із сеансами переривчастої номобаричної гіпоксіі (M±m)

      Показник

Основна група (n=17) Група порівняння (n=15)

Контрольна 
група (n=15)

До лікування

Після 
комбінованого 

лікування з 
сеансами ПНГ

До лікування Після лікування

Аналіз спектральної потужності
Загальна потужність 
спектра, мс2 9323,80±2229,79 6172,12±1673,66 8812,18±2006,69** 5521,87±1717,19 8755,60±2427,40

Коливання
високої частоти, мс2 291,47±51,69 402,94±98,21 374,53±61,04 321,33±50,87 248,40±31,40
низької частоти , мс2 382,93±33,78 533,94±49,63* 375,94±54,91**,*** 552,80±49,21* 538,13±53,24
високої частоти 
в нормалізованих 
одиницях, %

41,07±5,9 35,00±4,85 43,53±5,96 39,07±5,72 31,13±4,33

низької частоти в 
нормалізованих 
одиницях, %

56,87±5,73 64,18±4,8 55,71±6,01 59,27±5,59 66,80±4,21

Дуже низькі коливання, 
мс2 8779,20±2246,40 3118,47±1442,67 6116,18±2072,63** 4098,33±1289,43 6530,93±1993,67

Симпато-вагальний 
індекс, мс

2,22±0,40 2,77±0,42 1,74±0,34 2,35±0,20 2,57±0,31

Аналіз за Баєвським
Мода, с 0,92±0,08 0,78 ±0,07 0,82±0,06 0,87±0,07 0,77±0,07
Амплітуда моди, % 32,06±1,94 37,40±3,36 33,89±1,97 29,27±3,13 33,98±3,92
Варіаційний розмах,с 0,80±0,10 0,52±0,09* 0,84±0,15 0,52±0,09* 0,84±0,14
Індекс вегетативного 
напруження, %/с2 51,97±8,33 92,72±14,21* 66,82±10,00 110,39±14,84* 104,75±30,74

Вегетативний показник 
ритму, с-1 1,88±0,28 3,55±0,53* 2,53±0,37 3,04±0,51* 3,40±0,86

Показник адекватності 
процесів регуляції, %/с

38,16±3,48 54,88±2,90* 42,27±2,36** 66,91±9,70* 51,10±8,90

Індекс напруження 
регуляторних систем, %/с2 32,44±5,94 70,87±11,61* 36,89±6,47**,*** 85,20±11,52* 79,01±28,88

Примітка: тут і в табл. 2 – 4
*P<0,05 – різниця показників у групах відносно контролю за критерієм Манна-Уітні;
**Р<0,05 – різниці показників до та після лікування за критерієм Вілкоксона; 
*** Р<0,05 – різниця показників після лікування відносно групи порівняння за критерієм Манна - Уітні.
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тативного балансу спостерігали у переваж-
ної більшості обстежуваних. У дітей 12-17 
років статистично значущі зміни коливань 
НF і HFn, зниження VLF, тенденція до зни-
ження TP та збільшення LF/HF дає підставу 
стверджувати про активацію симпатичного 
відділу ВНС. Показник VLF є чуттєвим ін-
дикатором управління метаболічними проце-
сами та свідчить про енергодефіцитний стан 
організму. Він пов’язаний з психоемоційним 
напруженням і станом кори головного моз-
ку, відображає ерготропний вплив і ступінь 

активації вищих вегетативних центрів. Його 
вірогідне збільшення у дітей молодшого віку 
говорить про перехід з менш ефективного 
рівня регуляції – гуморально-метаболічного 
на більш ефективний – вегетативний. У ді-
тей старшого віку його вірогідне зниження 
відносно вихідного рівня може свідчити про 
зменшення впливу надсегментарних відділів. 

Індекс LF/HF є також гіпоксичним мар-
ке ром і мав різноспрямовані значення у 
дітей різних вікових груп. У фоновому за-
писі у дітей 6-11 років тенденція до його 

Л.М. Лісуха

Таблиця 2. Зміна вихідних показників варіабельності серцевого ритму у дітей від 12 до 17 років залежно від 
проведеного лікування із сеансами переривчастої нормобаричної гіпксії (M±m)

Показник

Основна група (n=20) Група порівняння (n=20)

Контрольна 
група (n=15)

До лікування

Після 
комбінованого 

лікування з 
сеансами ПНГ

До лікування Після лікування

Аналіз спектральної потужності
Загальна потужність 
спектра, мс2 1796,87±434,43 3676,00±1282,62*  2795,00±730,14 5891,42±1252,73* 4488,32±1024,04

Коливання
високої частоти, мс2 430,47±49,12 451,15±103,53 361,20±61,32** 375,32±65,43 352,11 ±47,32
низької частоти, мс2 430,20±66,39 393,85±38,58 401,95±63,95 534,84±65,37 512,95±78,51
високої частоти  
в нормалізованих оди-
ницях, %

50,87±5,28 45,75±4,82 48,35±5,85*** 40,26±5,36 41,26±6,00

низької частоти  
в нормалізованих оди-
ницях, %

57,87±10,83 49,40±4,94 57,40±5,00 58,74±5,36 56,21±5,86

Дуже низькі 
коливання, мс2 954,27±401,29 3110,90±1390,45* 2014,80±732,23** 4978,79±1259,25* 3643,05±1014,41

Симпато-вагальний 
індекс, мс

1,44±0,38 1,44±0,3 1,75±0,34 2,19±0,3 2,09±0,36

Аналіз за Баєвським
Мода, с 0,89±0,05 0,71 ±0,06* 0,88±0,05** 0,72±0,06* 0,96±0,05**

Амплітуда моди, % 38,95±4,50 43,82±3,04 42,61±4,02 39,31±4,25 34,42±3,71
Варіаційний розмах,с 0,50±0,10 0,38±0,06 0,54±0,09 0,74±0,13 0,65±0,12
Індекс вегетативного 
напруження, %/с2 173,66±57,25 155,24±25,32 118,39±22,11 109,65±18,10 90,09±19,69

Вегетативний 
показник ритму,с -1

4,06±0,76 3,99±0,49 3,70±0,61 3,24±0,59 2,93±0,50

Показник адекватності 
процесів регуляції, %/с

46,10±5,39 56,04±5,01 50,75±4,70 50,35±7,19  39,14±5,28

Індекс напруження 
регуляторних систем, %/с2 100,73±30,17 130,43±38,0 55,64±10,17** 70,20±16,09 57,23±14,32
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зменшення дає підставу стверджувати про 
активацію парасимпатичного відділу у від-
повідь на нормобаричну гіпоксію, а у дітей 
12-17 років (тенденція до підвищення) - про 
активацію симпатичного, хоча її ступінь був 
низький. При виконанні активної КОП у ді тей 
молодшого віку реєстрували вірогідне зни-
ження цього показника відносно вихідного 
рівня і групи порівняння та наближення до 
контролю. Це свідчить про короткострокові 
пристосувальні реакції, переважно з боку 
серцево-судинної системи. У дітей старшого 

шкільного віку LF/HF індекс мав тенденцію 
до підвищення відносно вихідного рівня та 
групи порівняння. Враховуючи, що цей мар-
кер відображає перехідні процеси у циклі 
деоксигенація- реоксигенація – деоксигенація 
(«гіпоксія-відновлення-гіпоксія»), то його 
динаміка у дітей молодшого віку говорить 
про кращі пристосувальні реакції з залучен-
ням обох відділів ВНС у відповідь на нор-
мобаричну гіпоксію саногенного рівня. LF/
HF мав кореляційний зв’язок зі зменшенням 
парасимпатичної ланки ВНС та активацією 

Вплив переривчастої нормобаричної гіпоксії на вегетативний гомеостаз у дітей

Таблиця 3. Зміна показників варіабельності серцевого ритму у дітей від 6 до 11 років після виконання 
кліноортостатичної проби залежно від проведеного лікування із сеансами переривчастої нормобаричної 

гіпоксії (M±m)

     Показник

Основна група (n=17) Група порівняння (n=15)

Контрольна 
група (n=15)

До лікування

Після 
комбінованого 

лікування з 
сеансами ПНГ

До лікування Після лікування

Аналіз спектральної потужності
Загальна потужність 
спектра, мс2 2557,47±208,12 3360,82±1193,41 2689,59±241,26 5773,93±2053,61 5506,93±1943,20

Коливання
високої частоти, мс2 291,73±16,38 225,59±20,91* 276,64±21,53**,*** 216,13±17,77* 237,33±29,30
низької частоти, мс2 597,33±40,23 599,71±46,94 933,24±113,60*** 693,40±48,82 653,67±62,00
високої частоти в нор-
малізованих одиницях, %

35,00±1,48 25,82±1,43* 33,29±2,51**,*** 23,53±1,50* 26,13±1,51

низької частоти в нор-
малізованих одиницях, %

65,20±1,43 73,35±1,42* 68,35±1,84** 75,40±1,49* 74,67±2,00

Дуже низькі 
коливання, мс2 1675,33±237,87 2488,76±1211,75 1619,06±308,97 4654,93±1833,94 3559,53±1717,33

Симпато-вагальний 
індекс, мс

1,97±0,13 2,98±0,21* 2,23±0,17**,*** 3,35±0,25* 2,91±0,23

Аналіз за Баєвським
Мода, с 0,59±0,02 0,59±0,03 1,08±0,53*** 0,56±0,01 0,54±0,02
Амплітуда моди, % 42,73±2,99 45,64±3,39 47,09±2,41 41,10±6,37 46,71±3,58
Варіаційний 
розмах,сек

0,27±0,03 0,36±0,07 0,25±0,02 0,44±0,09 0,30±0,06

Індекс вегетативного 
напруження, %/с2 188,39±26,38 193,95±24,87 217,62±26,41 143,72±21,86 272,91±94,83

Вегетативний 
показник ритму, с-1 6,91±0,68 7,15±0,80 8,02±0,70 5,79±0,63 7,82±1,24

Показник адекватності 
процесів регуляції, %/с

67,57±8,80 85,68±9,59 88,29±6,13 72,02±5,86 86,35±9,10

Індекс напруження 
регуляторних систем, %/с2 171,66±25,64 177,6±24,7 202,1±27,0 128,9±19,6 195,3±43,2
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симпатичної (сильний негативний зв’язок 
HF (R=-0,850) і позитивний з LF (R=0,619) 
у дітей 6-11 років; у дітей 12-17 років – HF 
(R=-0,716) і LF (R=0,951) відповідно). 

Аналіз показників ВСР за Баєвським 
(табл.1) у дітей молодшого шкільного віку 
після комбінованого лікування свідчив про 
зменшення активації симпатичного відділу. 
Вірогідне зменшення ІН і ПАПР дає підставу 
стверджувати про зменшення центрального 
контуру управління серцевим ритмом. У ді-
тей старшого віку реєстрували тенденцію до 
активації симпатичного відділу та зменшення 

парасимпатичного. На фоні комбінованого 
лікування вірогідно знизився ІН (див. табл.2). 
При виконанні активної КОП (табл. 3, 4) пі-
сля комбінованого методу лікування у дітей 
6-11 років статистично значуще збільшився 
відносно групи порівняння Mo, що відобра-
жає гуморальний канал регуляції серцевим 
ритмом. Інші показники мали тенденцію 
до підвищення, що говорить про активацію 
парасимпатичного відділу у положенні сто-
ячи. У дітей 12-17 років вірогідне зниження 
ПАПР і ІН дає підставу стверджувати про 
зменшення центрального контуру управління 

Л.М. Лісуха

Таблиця 4. Зміна показників варіабельності серцевого ритму у дітей від 12 до 17 років після виконання 
кліноортостатичної проби залежно від проведеного лікування із сеансами переривчастої нормобаричної 

гіпоксії (M±m)

Показник

Контрольна Основна група (n=17) Група порівняння (n=15)

група (n=15) До лікування

Після 
комбінованого 

лікування з 
сеансами ПНГ

До лікування Після лікування

Аналіз спектральної потужності
Загальна потужність 
спектра, мс2 3475,67±300,50 4925,05±487,78* 3805,55±452,82 5552,7±1650,5* 3226,79±299,97

Коливання
високої частоти, мс2 227,93±15,60 163,15±8,61* 236,15±13,69** 168,89±10,71* 205,21±18,81**

низької частоти ,мс2 775,07±52,78 616,10±41,20* 932,95±96,40** 691,63±67,57 854,57±123,20
високої частоти в 
нормалізованих 
одиницях, %

22,80±1,34 21,25±1,23 19,60±1,16 21,26±1,30 22,11±1,91

низької частоти в 
нормалізованих 
одиницях, %

75,80±1,31 78,20±1,35 79,40±1,16 76,16±1,86 76,58±1,95

Дуже низькі коливання, 
мс2 2673,60±321,12 3289,30±537,16 2652,25±500,95 3424,37±1286,76 2190,05±338,61

Симпато-вагальний 
індекс, мс 3,48±0,21 3,85±0,24 4,35±0,36 3,72±0,34 4,13±0,49

Аналіз за Баєвським
Мода, с 0,58±0,03 0,54±0,02 0,61±0,03 0,56±0,02 0,56±0,02
Амплітуда моди, % 42,95±3,21 51,59±3,30 48,30±2,76 46,61±3,13 44,55±2,01
Варіаційний розмах,с 0,26±0,01 0,25±0,03 0,26±0,04 0,32±0,06 0,24±0,02
Індекс вегетативного 
напруження, %/с2 185,12±14,56 283,16±41,15 229,42±23,45 238,31±33,54 217,10±30,44

Вегетативний показник 
ритму, с-1 6,10±0,55 10,12±1,31* 7,94±0,69 9,40±1,24* 8,48±0,86

Показник адекватності 
процесів регуляції, %/с 74,78±7,89 98,87±7,36* 73,99±4,80** 99,60±6,32* 81,90±5,90**

Індекс напруження 
регуляторних систем, 
%/с2

177,12±14,09 280,27±45,54 133,78±12,08*** 208,44±40,63 203,03±34,92



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 586

до спокою, тобто вегетативна реактивність. 
На фоні проведеного комбінованого ліку-
вання вегетативна реактивність у дітей обох 
вікових категорій наблизилася до контролю 
(рисунок). Гіперсимпатикотонічний варіант 
вегетативної реактивності відображає сту-
пінь захисних механізмів при будь-яких 
патологічних впливах, а асимпатикотоніч-
ний свідчить про виснаження симпатичної 
ланки. Отримані результати дають підставу 
стверджувати, що у переважної більшості 
дітей з патологією ШКТ, після сеансів ПНГ, 
було достатнє залучення симпатичної ланки 
і нормалізація вегетативної реактивності. 

Вегетативне забезпечення діяльності є 
важливим показником узгоджуваності регу-
ляторних систем організму та здатності на 
тривалу підтримку вегетативної реактивності 
на певному рівні. Так, у дітей 6-11 років на 
фоні комбінованого лікування нормальний 
варіант реєстрували у 53%, недостатнє забез-
печення у 6%, надмірне – 41%. У групі порів-

Вплив переривчастої нормобаричної гіпоксії на вегетативний гомеостаз у дітей

серцевим ритмом і зсув у бік симпатичної 
ланки ВНС. Таким чином, можна вважати, 
що у дітей молодшого віку з патологією ШКТ, 
які постійно проживають на радіоактивно за-
бруднених територіях, пристосувальні реак-
ції серцево-судинної системи були кращими 
порівняно з діть ми старшого віку у відповідь 
на нормобаричну гіпоксію саногенного рівня. 
ІН (фоновий запис) у обстежуваних I групи 
мав кореляційний зв’язок зі зменшенням 
впливу парасимпатичної нервової системи за 
показниками RMSSD (R=-0,822) та pNN50% 
(R=-0,722) у дітей 6-11років. Те саме реєстру-
вали і у дітей 12-17 років (R=-0,684, R=-0,539 
відповідно). При зменшенні ІН відмічався 
перерозподіл у бік автономного контуру 
управління серцевим ритмом у дітей обох 
вікових категорій (у молодшого шкільного 
віку – R=0,449 і у старшого – R=0,517).

Індикатором реакції серцево-судинної си-
стеми на сеанси ПНГ є коефіцієнт співвідно-
шення ІН при ортостатичному навантаженні 

Зміна вегетативної реактивності (%) у дітей 6-11(а) та 12-17 років (б) у I (основної групи – комбіноване лікування з 
сеансами переривчастої нормобаричної гіпоксії), II (порівняння – медикаментозне лікування) груп після лікування та 
III – контрольної

а
I IIIII

б
I IIIII

нормальна гіперсимпатикотонічна асимпатикотонічна
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няння на фоні медикаментозного лікування 
ці значення були у 47, 6, 47% відповідно, а 
у групі контролю у 67 (нормальне), у 33 % 
(надмірне). У дітей старшого шкільного віку 
розподіл значень вегетативного забезпечення 
діяльності – у 50, 25, 25% відповідно, у групі 
порівняння – 50, 10, 40%, а у групі контролю 
значення були як у дітей 6-11 років. Таким 
чином, для дітей молодшого шкільного 
віку на фоні комбінованого лікування було 
характерним надмірне включення симпато-
адреналової системи, а у дітей старшого віку 
відмічали певну рівновагу між ланками ВНС.

Отже, у дітей, що постійно мешкають 
на радіоактивно забруднених територіях, на 
фоні проведеного комбінованого лікування 
з сеансами ПНГ вірогідні зміни при аналізі 
статистичних показників ВСР свідчили про 
зменшення напруженості симпатичної ланки 
у дітей 6-11 років і активацію обох ланок у 
дітей 12-17 років. Аналіз спектральної поту-
жності дає підставу стверджувати про зни-
ження парасимпатичної ланки у обох групах. 
Діти молодшого шкільного віку виявилися 
більш чутливими до комбінованого лікування 
і пристосувальні реакції серцево-судинної 
системи у них були кращими, що підтверджує 
метод за Баєвським. Таким чином, дітям з 
захворюванням ШКТ крім патогенетичного 
лікування (згідно з протоколами), варто за-
стосовувати комбіноване лікування з сеанса-
ми ПНГ саногенного рівня для нормалізації 
вегетативного дисбалансу. 

ВИСНОВКИ 

1. Після застосування комбінованого ліку ван-
ня з сеансами ПНГ у переважної більшості 
дітей основної групи зсув вихідного вегета-
тивного тонусу був у бік ейтонії і ваготонії.

2. У дітей віком від 6 до 11 років після се-
ансів ПНГ (комбіноване лікування) вірогідно 
збільшився кардіоінтервалографічний гіпок-
сичний маркер RMSSD на 36% у фоновому 
записі і знизився на 35% при виконанні 
активної КОП. У дітей 12-17 років цей 

показник вірогідно збільшився при КОП на 
27%.

3. У пацієнтів молодшого шкільного віку 
після комбінованого лікування вірогідно 
знизився LF на 30% відносно групи порівняння 
у спокої. А при виконанні активної КОП 
збільшилися абсолютні показники – HF 14%, 
LF на 30% та відносний показник HFn на 
21,5% (відносно групи порівняння). При цьо-
му індекс LF/HF знизився на 23%, що свідчить 
про зниження активації парасимпатичної 
ланки та вегетативну рівновагу. Він мав коре-
ляційний зв’язок зі зменшенням активації 
парасимпатичної ланки у дітей обох вікових 
груп. 

4. У дітей 6-11років статистично значуще 
зменшився ІН відносно групи порівняння на 
53% і наблизився до контрольного значення, 
що свідчить про зниження центрально-
го контуру управління серцевим ритмом 
у фоновому записі, а у дітей 12-17 років 
знизився на 34% при виконанні КОП.

5. Застосування комбінованого методу 
у дітей з патологією ШКТ, які постійно 
мешкають на радіоактивно забруднених 
територіях, виявилося більш ефективним та 
сприяло нормалізації вегетативного балансу, 
що підтверджено отриманими показниками 
ВСР.

Л.М. Лисуха

ВЛИЯНИЕ ПРЕРЫВИСТОЙ НОРМОБАРИ-
ЧЕСКОЙ ГИПОКСИИ НА ВЕГЕТАТИВНЫЙ 
ГОМЕОСТАЗ У ДЕТЕЙ С РАДИОЭКОЛОГИ-
ЧЕСКИ НЕБЛАГОПРИЯТНЫХ РЕГИОНОВ 

Исследовано влияние прерывистой нормобарической 
гипоксии (ПНГ) саногенного уровня на детей, прожи-
вающих на радиоактивно загрязненных территориях. 
Обследованы были разделены на три группы: 37 человек 
основная (I группа-медикаментозное лечение согласно 
с протоколами и сеансы ПНГ), 35 - сравнение (II- меди-
каментозное лечение), 30 - контрольная (III - здоровые). 
Установлено, что у детей 6-11 лет основной группы после 
комбинированного лечения с сеансами ПНГ (10-12% кис-
лорода в азоте) достоверно звеличило значение RMSSD на 
36% в фоновой записи, а у детей 12-17 лет - на 27% при 
выполнении клиноортостатической пробы. Доказано, что 
симпато-вагальный индекс снизился на 23% у детей 6-11 

Л.М. Лісуха
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лет относительно группы сравнения. Индекс напряжения 
регуляторных систем уменьшился у детей обеих групп, 
что свидетельствует об уменьшении центрального контура 
управления сердечным ритмом.
Ключевые слова: прерывистая нормобарическая гипоксия; 
вариабельность сердечного ритма; кардиоинтервалогра-
фические гипоксические маркеры; клиноортостатическая 
проба; дети с радиоактивно загрязненных территорий.

L.M.lisukha

INFLUENCE OF INTERMITTENT  
NORMOBARIC HYPOXIA ON THE VEGETA-
TIVE HOMEOSTASIS IN CHILDREN FROM 
RADIOECOLOGICALLY  AFFECTED  
REGIONS 

The effect of intermittent normobaric hypoxia (INH) of sano-
genic level on children living in radioactively contaminated 
territories has been investigated. Children divided into three 
groups: 37 patients were included in the main group (the 1st 
group – medical therapy according to the protocols and INH 
sessions), 35 persons – in the comparison group (the 2nd group 
– medical therapy), 30 persons – in the control group (the 3rd 
group – healthy persons). A significant increase in RMSSD 
index by 36% in phone registration was established in children 
aged 6-11 years of the main group after combined treatment 
with INH sessions (10-12% oxygen in nitrogen), and by 27% 
under  the use of orthoclinostatic test in children aged 12-17 
years. A decrease of the sympathovagal index by 23 % in 
children aged 6-11 years was demonstrated concerning the 
group of comparison. The tension index of regulatory systems 
was decreased in children of both groups, that is indicative of 
the decrease in the central contour of cardiac rhythm control.
Key words: intermittent normobaric hypoxia; heart rate 
variability; cardiointervalographic hypoxic markers; 
orthoclinostatic test; children from radioactively contaminated 
territories.

O.O. Bogomoletz Institute of Physiology, National Academy 
of Sciences of Ukraine, Kyiv
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Порушення про- та антиоксидантного балансу  
при застосуванні доксорубіцину та його корекція  
за допомогою куркуміну в культурі неонатальних 
кардіоміоцитів щурів
О.О. Лінник1, Т.І. Древицька1, О.О. Гончар1, С.А. Чорний2, О.М. Ковальов3,  
І.М. Маньковська1
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Досліджено вплив доксорубіцину на систему транскрипційного фактора індукованого гіпоксією 
(HIF), і про- та антиоксидантний баланс неонатальних кардіоміоцитів за умов застосування 
доксорубіцину та можливість корекції його порушень куркуміном. Виявлено, що рівень експресії 
мРНК HIF-1α при використанні доксорубіцину в дозі 0,5 мкмоль/мл становив 2,9 ± 0,8 ум.од., тобто 
він зменшувався на 20 % вірогідно відносно контролю. Рівень експресії гена-мішені HIF піруват-
дегідрогенази кінази-1 (PDK-1) також достовірно зменшувався у 4 рази. При інкубації культури 
неонатальних кардіоміоцитів з доксорубіцином кількість живих клітин відносно контролю змен-
шилася на 50,4 %, а при сумісній дії доксорубіцину і куркуміну відсоток загиблих клітин зменшився 
на 7,7 порівняно з використанням лише доксорубіцину. Доксорубіцинова інтоксикація призводила 
до значного підвищення в кардіоміоцитах вмісту активних продуктів тіобарбітурової кислоти 
(ТБК-АП) у 3,6 раза та перекису водню на 64%. Також знижувалася ферментативна активність 
марганцевої супероксиддисмутази (Mn-СОД) на 32%, при цьому активність каталази зростала на 
72% порівняно з контролем (Р<0,05). Додавання куркуміну до клітинної культури кардіоміоцитів 
сприяло підвищенню активності Mn-СОД на 14%, каталази - на 23% . При цьому вміст ТБК-АП зріс 
в 1,4 раза порівняно з контролем, а Н2О2 підвищився на 20%. Сумісне застосування доксорубіцину 
і куркуміну значно знижувало рівень вільнорадикальних процесів на відміну від ефектів додавання 
самого доксорубіцину: відбувалося зниження вмісту ТБК-АП та Н2О2 (на 56,7 та 18,4% відповід-
но) при зменшенні гіперактивації каталази (на 19%) та зростанні активності Mn-СОД (на 35%).
Ключові слова: окисний стрес; кардіоміоцити; індукований гіпоксією фактор (HIF-1α); доксорубі-
цин; куркумін.

ВСТУП

Порушення окисно-відновного стану клітини 
викликає підвищений рівень генерації таких 
активних форм кисню (АФК), як пероксиди 
і вільні радикали, надмірне утворення яких 
призводить до розвитку окисного стресу з 
його потужним пошкоджувальним ефектом 
на метаболічні процеси, структурні компо-
ненти клітин, зокрема мітохондрії та їх геном 
[1,2]. У людини окисний стрес є причиною 
або важливою складовою частиною патоге-
незу багатьох захворювань, а саме: кардіо-

міопатія, атеросклероз, хвороба Паркінсона 
та інші нейродегенеративні захворювання, 
обструктивні захворювання легень, діабет, 
ожиріння, прискорене старіння тощо. Зав-
дяки використанню сучасних молекуляр-
но-генетичних технологій, стало відомо, 
що надзвичайно важливу роль у процесах 
вільнорадикального окиснення відіграють 
зміни експресії генів системи транскрипцій-
ного фактора, індукованого гіпоксією (HIF). 
Останній експресується в усіх видах клітин, 
у тому числі кардіоміоцитах, та є промотором 
десятків генів, задіяних у регуляції кисне-
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вого гомеостазу, ангіогенезу, еритропоезу, 
виживання та загибелі клітини тощо [3]. Але 
лише нещодавно стало відомо, що HIF-1 має 
велике значення і в регуляції продукції АФК 
у мітохондріях завдяки різним механізмам: 
прямим – регуляція біогенезу та аутофагії 
мітохондрій, перебудова патерну експресії 
білків субодиниць цитохром С оксидази, а 
також опосередкованим – регуляція експресії 
піруватдегідрогеназикінази (PDK-1), яка фос-
форилює та інактивує піруватдегідрогеназу 
(PDH). Інгібування PDH за допомогою PDK-
1 зменшує доставку NADH до дихального 
ланцюга і споживання кисню у мітохондріях, 
таким чином забезпечуючи протективний 
механізм проти підвищеної продукції АФК у 
мітохондріях. На підтримку цього положення 
можна вказати такий факт, що ембріональні 
фібробласти миші, в яких відсутній ген HIF-
1α, гинуть у результаті накопичення АФК, 
тому що в них немає механізмів індукції 
PDK-1 [4].

Активація вільнорадикального окиснен-
ня є одним із провідних патогенетичних 
механізмів ушкодження серця антрациклі-
нами– антибіотиками, які наразі широко 
використовують при лікуванні онкологічних 
захворювань як апоптоз-промотуючі фактори. 
У зв’язку з розповсюдженістю онкологічної 
патології нині особливо актуально попере-
дити розвиток побічної дії цих препаратів на 
серцево-судинну систему. 

В експериментальних роботах останніх 
років [5] доведено спроможність антраци-
клінових антибіотиків блокувати роботу HIF 
і пригнічувати експресію залежних від нього 
генів. Але ще дуже мало відомо про молеку-
лярно-генетичні механізми порушень про- та 
антиоксидантного балансу кардіоміоцитів за 
умов застосування антрациклінових антибіо-
тиків, зокрема доксорубіцину. 

Що стосується стратегії корекції пору-
шень про- та антиоксидантного балансу кар-
діоміоцитів, то за останній час значно зросла 
кількість праць, присвячених дослідженню 
дії куркуміну – антиоксиданта рослинного 

походження. Він є жовтим пігментом, от-
риманим з коренів рослини Curcuma longa. 
Повідомлялося, що куркумін має протек-
тивний ефект при пошкодженні міокарда та 
допомагає збереженню функцій серця [6], 
впливає на активність цитокінів, ензимів та 
транскрипційних факторів, асоційованих із 
запаленням [7], здатний блокувати активацію 
та транслокацію із цитоплазми в ядро ядерно-
го фактора kB (NF-kB) внаслідок перешкод-
жання деградації його інгібітора [8,9]. Крім 
того, куркумін зменшує токсичний вплив 
доксорубіцину на тканини серця, печінки 
та нирки за рахунок своїх антиоксидантних 
властивостей [10]. 

Метою нашої роботи було дослідити 
зміни експресії HIF та його генів-мішеней in 
vitro і стан про- та антиоксидантного балансу 
неонатальних кардіоміоцитів при застосуван-
ні доксорубіцину, а також можливість корек-
ції окисного стресу за допомогою куркуміну.

МЕТОДИКА

Дослідження були проведені на культурі 
ізольованих кардіоміоцитів дводобових не-
онатальних щурів лінії Вістар. Виділення і 
культивування кардіоміоцитів здійснювали 
відповідно до модифікованої методики. За 
допомогою цервікальної дислокації щурів 
знерухомлювали, після чого через передній 
поздовжній розріз грудної клітки виймали 
серце та відокремлювали шлуночки з подаль-
шим їх відмиванням в буферному розчині, що 
містить HEPES - 20, KCl – 5,4, NaCl – 116,4, 
глюкоза – 5,5, Na2HPO4 – 0,4 та K2HPO4 – 0,4 
ммоль/л та подрібненням. Ферментатив-
не розщеплення проводили у середовищі 
виділення, яке на основі вищезазначеного 
буферу містило колагеназу ІІ типу (1,75 мг) 
та панкреатин (3 мг) на 5 мл розчину. Ресу-
спендували клітини у середовищі для куль-
тивування такого складу: Ігла в модифікації 
Дюльбекко (DMEM), 199 (співвідношення 
DMEM/199 - 4:1), теляча сироватка - 8%, 
Na2СО3 – 4,2 ммоль/л, HEPES - 15 ммоль/л 
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та антибіотики (стрептоміцин – 100 мкг/мл, 
гентаміцин – 0,05 мг/мл, пеніцилін – 100 ОД/
мл). Підрахунок виділених клітин проводили 
з використанням світлової мікроскопії після 
фарбування 0,2%-м розчином трипанового 
синього. Культивували протягом 1 доби при 
37°С у газовому середовищі, яке містило 
5% СО2 та 95% атмосферного повітря. Після  
24 год. інкубації в культуру додавали 0,5  
мкмоль/мл доксорубіцину гідрохлориду 
(“Sig ma Aldrich”, США), чи доксорубіцин 
у вказаній дозі разом з куркуміном (“Sigma 
Aldrich”, США) в дозі 20 мкмоль/мл. 

Для кількісної оцінки життєздатності кар-
діоміоцитів, функціональної спроможності 
мітохондрій та впливу куркуміну використо-
вували МТТ-тест (MTT Protocol, Wallertand 
Provost Lab), котрий базується на здатності 
живих клітин перетворювати блідо-жовтий 
водорозчинний 3-(4,5-диметилтіазолін-2)-5 
дифенілтетразолійбромід (МТТ) у блакитні 
кристали формазану (МТТ-ф), нерозчинні 
у воді. Кількість утвореного формазану 
визначали колориметричним методом після 
його розчинення в органічних розчинниках. 
Клітини саджали на 96-лункові планшети (20 
тис. клітин на лунку) та інкубували з доксо-
рубіцином (“Sigma Aldrich”, США) в дозі 0,5 
мкмоль/мл і з куркуміном в дозі 20 мкмоль/
мл (“Sigma Aldrich”, США), який додавали, 
за годину до доксорубіцина, в середовищі 
DMEM+199 впродовж 24 годин. Через добу 
до кожної лунки додавали по 20 мкл стоково-
го розчину МТТ (5 мг МТТ (“Sigma Aldrigh”, 
США) на 1 мл фосфатного буферу PBS) 
та інкубували 4 год. Результат оцінювали 
вимірюванням на спектрофотометрі оптичної 
щільності лізату, отриманого за допомогою 
додавання до кожної лунки по 200 мкл DMSO, 
при довжині хвилі 570 нм. 

Для біохімічних дослідженнь клітини з 
чашок знімали за допомогою 0,2%го розчи-
ну натрієвої солі етилендіамінотетраоцтової 
кислоти (pН 8,1), який містив 0,15% трип-
сину, протягом 15 хв. Ступінь окисного 
стресу кардіоміоцитів оцінювали за вмістом 

активних продуктів 2-тіобарбітурової кис-
лоти (ТБК-АП) [11] та перекису водню [12], 
антиоксидантний захист – за активністю 
Mn-супероксиддисмутази (Mn-СОД) [13] та 
каталази. [14]

Для оцінки змін експресії мРНК HIF-1α і 
PDK-1 при застосуванні доксорубіцину вико-
ристовували метод полімеразної ланцюгової 
реакції в реальному часі (ПЛР) [15]. Виділя-
ли тотальну РНК з культури неонатальних 
кардіоміоцитів з використанням набору 
„Trizol RNA Prep 100” („Isogen”, Росія), який 
містить Trizol reagent (денатуруючий агент 
гуанідинтіоционат і фенол) та ExtraGene Е 
(суспензія суміші іонообмінників). Оцінку 
експресії генів проводили з використанням 
напівкількісної зворотної транскрипції, ви-
користовуючи набори для синтезу кДНК із 
зворотньою транскриптазою „RevertAid H 
Minus M-MuLV RT” („Fermentas”, Литва). 
Транскрипційна суміш складалася з 5 мкл 
тотальної РНК (500 нг – 1 мкг/мкл), 1 мкл 
праймерів „RandomHexamer” (0,5 мкг/мкл), 
20 од. інгібітора рибонуклеаз, 20 ммоль/л 
суміші дезоксирибонуклеотидів та 200 од. 
зворотної транскриптази. ПЛР проводили 
в термоциклері «AppliedBiosystems 2700» 
(«PerkinElmer», США) за індивідуальними 
програмами для кожного гена. Для визна-
чення експресії генів використовували метод 
ПЛР у реальному часі на термоциклері “7500 
FastReal-Time PCR System”. Для гена PDK-1 
ПЛР-ампліфікацію проводили у 10 мкл SYBR 
Green PCR Master Mix, що містив 30 пмоль/л 
кожного праймера: PDK-1 sense 5`-CAG GGT 
GTG ACT GAA TAC AAG G-3`, antisense 5`-
GAG ATG CGA CTC ATG TAG AAC C-3`. 
Об’єм доводили до 20 мкл деіонізованою 
водою. Програма ампліфікації починалася з 
попередньої активації AmpliTaqGold® ДНК-
полімерази протягом 10 хв при 95°C та скла-
далася з 50 циклів: денатурація – 95°C (15 с), 
приєднання праймерів та елонгація – 64°C  
(1 хв). Для контролю специфічності проводи-
ли стадію дисоціації – послідовне підвищен-
ня температури від 64 до 99°С із реєстрацією 
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зниження інтенсивності флуоресценції ком-
плексів дволанцюгових ДНК з SYBR®Green. 
Для визначення змін експресії гена HIF-1α 
використовували систему TaqMan Gene 
Expression Assay. Експресію стандартизували 
відносно гена GADРH (набір TaqMan®Assay 
Reagents Rat GADРH). Початкова денатурація 
при 95°C протягом 20 с, ампліфікація склада-
лася з 65 наступних циклів: денатурація при 
95°C 3 с, приєднання праймерів та елонгація 
– 60°C 30 с. Аналіз отриманих результатів 
експресії генів проводили за допомогою 
програмного забезпечення 7500 FastReal-time 
PCR Software.

Статистичну обробку результатів прово-
дили з використанням електронних таблиць 
«Microsoft® Excel 2013», а також програми 
Origin. Вірогідність відмінностей середніх 
значень (Р<0,05) визначали за критерієм t 
Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Раніше нами було проведено дослідження рів-
ня цитотоксичності різних доз доксорубіцину 
(“Sigma Aldrich”, США) та життєздатність 
кардіоміоцитів за допомогою МТТ-тесту [15]. 
А саме, при інкубації культури неонатальних 

кардіоміоцитів з доксорубіцином в дозах 
0,1; 0,5 та 1,0 мкмоль/мл кількість живих 
клітин відносно до контролю зменшилася 
на 10,9 ± 9,99 ; 23,6 ± 8,76 та 31,5 ± 9,86 %, 
відповідно. Це дало можливість вибрати дозу 
доксорубіцину 0,5 мкмоль/мл як оптимальну 
для подальших досліджень. У цій роботі ми 
використовували середню дозу доксорубіци-
ну – 0,5мкмоль/мл, як таку, що вже викликала 
зміни, характерні для оксидативного пош-
кодження, але ще не призводила до суттєвої 
загибелі кардіоміоцитів [15].

Встановлено, що при використанні док-
сорубіцину в такій дозі суттєво змінюється 
експресія мРНК HIF-1α і PDK-1 у культурі 
неонатальних кардіоміоцитів (рис.1). 

А саме, рівень експресії мРНК HIF-1α 
становив 3,6 ± 0,7 ум.од. у контролі і 2,9 ± 
0,8 ум.од. при використанні доксорубіцину в 
зазначеній концентрації, тобто він зменшу-
вався на 20 % відносно контролю (Р<0,05). 
Водночас, рівень експресії гена-мішені HIF 
PDK-1 зменшувався у 4 рази порівняно з 
контролем (Р<0,05).

Отримані результати підтверджують по-
одинокі літературні дані щодо можливості 
доксорубіцину пригнічувати HIF, котрий, в 
свою чергу, змінює рівень експресії свого 

О.О. Лінник, Т.І. Древицька, О.О. Гончар, С.А. Чорний, О.М. Ковальов, І.М. Маньковська

Рис.1. Зміни експресії мРНК фактора, індукованого гіпоксією-1α, (HIF-1α) (а) та піруватдегідрогеназикінази-1 (PDK-1) 
(б) при використанні 0,5 мкмоль/мл доксорубіцину в культурі неонатальних кардіоміоцитів при полімеразній ланцю-
говій реакції у реальному часі: 1-контроль; 2-після інкубації з доксорубіцином *Р<0,05 вірогідні відмінності порівняно 
з контролем
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гену мішені PDK-1. З’ясовано, що навіть 
за умов нормоксії HIF-1 може інактивувати 
PDK-1 і тим самим гальмувати цикл Креб-
са, зменшуючи утворення ацетил-CoA з 
пірувату, та дихання мітохондрій [16]. Lee 
із співавт. вважають, що доксорубіцин має 
здатність інгібувати HIF-1-опосередковані 
відповіді через блокування його зв’язку з 
ДНК пригніченням здатності гетеродимера 
зв’язуватися з чутливим до гіпоксії консен-
сус ним елементом регуляторних ділянок 
-RCGTG- [17,18]. 

Крім того, нещодавно з’явилися відомості 
про можливість куркуміну інгібувати актив-
ність HIF-1 та, відповідно, рівень експресії 
його генів-мішеней внаслідок стимуляції 
протеасомної деградації субодиниці HIF-1β 
(ARNT) окисленням та убіквітинізацією в 
пухлинних клітинах [19]. Але дослідження 
зміни експресії HIF та його генів-мішеней 
за умов подвійного та послідовного впливу 
доксорубіцину та куркуміну на непухлинні 
клітини досі не проводили. Також, є необхід-
ність дослідження змін експресії транскрип-
ційного фактора HIF та його генів-мішеней 
за умов подвійного та послідовного впливу 
доксорубіцину та куркуміну як на культуру 
неонатальних кардіоміоцитів, так і in vivo для 
знаходження ефективних методів протекції 
міокарда на молекулярно-генетичному рівні 
при використанні антрациклінів.

За результатами МТТ-тесту можна оцінити 
інтенсивність окисно-відновних процесів у 
клітинах культури і опосередковано характе-
ризувати активність біомаси. За отриманими 
нами результатами можна зробити висновок 
про зміну рівня цитотоксичності доксору-
біцину окремо та в поєднанні з куркуміном 
на неонатальні кардіоміоцити. При інкубації 
з доксорубіцином кількість живих клітин 
відносно контролю зменшилась на 50,4 %, 
а з доксорубіцином та куркуміном відсоток 
загиблих клітин зменшився на 7,7 порівняно 
з використанням лише доксорубіцину (рис.2). 
Це підтвердило літературні дані щодо карді-
опротекторних властивостей куркуміну [9].

Згідно з нашими дослідженнями, вплив 
доксорубіцину призводить до значного 
підвищення в кардіоміоцитах вмісту актив-
них продуктів тіобарбітурової кислоти у 3,6 
раза та перекису водню на 64% на відміну від 
контрольної групи (Р<0,05; рис.3). Це свід-
чить про інтенсифікацію вільно-радикально-
го окиснення, яке може призводити до змін 
у структурній організації клітин міокарда. 

Ступінь деструктивно-метаболічних 
порушень кардіоміоцитів за цих умов зале-
жить від стану ферментних і неферментних 
антиоксидантних систем, узгоджена дія 
яких тримає під контролем як утворення, 
так і інактивацію активних форм кисню. 
Важливе значення у цих системах належить 
ферментам СОД та каталазі [20,21], що діють 
у взаємозв’язку. Початковi стадiї процесу 
вільнорадикального окиснення контролю-
ються СОД, яка дезактивує супероксидний 
радикал i, відповідно, зменшує загальний 
токсичний ефект АФК. Пероксид водню, що 
утворюється при дисмутацiї супероксидного 
анiона, розкладається каталазою. Вважається, 
що Mn-СОД відіграє найбільш суттєву роль у 
антирадикальному захисті, підтримуючи без-
печний рівень супероксид-аніона, а активація 
експресії СОД захищає клітини від окисного 
стресу різного генезу [22]. У нашій роботі 
тривала інкубація кардіоміоцитів з доксорубі-
цином знижувала ферментативну активність 

Порушення про- та антиоксидантного балансу при застосуванні доксорубіцину та його корекція

Рис.2. Відсоток живих клітин у культурі кардіоміоцитів за 
даними МТТ-тесту при використанні: 1- доксорубіцину в 
дозі 0,5 мкмоль/мл; 2- при поєднанні доксорубіцину з кур-
куміном у дозі 20 мкмоль/мл. *Р<0,05 вірогідні відмінності 
порівняно з контролем, **Р<0,05 вірогідні відмінності 
порівняно з дією доксорубіцину
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Mn-СОД на 32%, при цьому активність ката-
лази зростала на 72% порівняно з контролем 
(рис.4). Це можна пояснити компенсаторним 
підвищенням активності цього ферменту 
у відповідь на збільшення продукції Н2О2, 
який, як відомо, виступає субстратом для 
антиперекисних ферментів [20].

Додавання куркуміну до клітинної куль-
тури кардіоміоцитів сприяло підвищенню 
активності Mn-СОД на 14%, каталази - на 
23% порівняно з контролем, що підтверджує 
дані інших досліджень про властивості цього 
препарату як антиоксиданта [9]. 

Використання куркуміну поліпшує анти-
оксидантний статус і, тим самим, запобігає 
пошкодженню серця в основному через 

його помірну антиоксидантну дію [23]. Ан-
тиоксидантні механізми куркуміну можуть 
включати в себе один або більше з наступних 
взаємодій: нейтралізація вільних радикалів 
[24], інгібування цитохром Р450 [25], змен-
шення доступності кисню до окисних реакції, 
взаємодія з окисним каскадом і запобігання 
його наслідкам [26], зменшення окисних 
властивостей таких іонів металів, як залізо 
[27, 28]. Таким чином, куркумін ефективно 
запобігає пошкодженню тканин за рахунок 
зменшення окисного стресу та відновлення 
антиоксидантного статусу.

Однак в наших експериментах при до-
даванні в культуру неонатальних кардіо-
міоцитів 20 мкмоль/мл куркуміну на 24 

О.О. Лінник, Т.І. Древицька, О.О. Гончар, С.А. Чорний, О.М. Ковальов, І.М. Маньковська

Рис.3. Зміна вмісту перекису водню (а) та активних продуктів тіобарбітурової кислоти (б) в культурі неонатальних 
кардіоміоцитів при: 1- інкубації з доксорубіцином (0,5 мкмоль/мл), 2- куркуміном (20 мкмоль/мл), 3- при їх сумісно-
му застосуванні в тих же дозах. *Р<0,05 вірогідні відмінності порівняно з контролем , **Р<0,05 вірогідні відмінності 
порівняно з дією доксорубіцину
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Рис.4. Зміна активності марганцевої супероксиддисмутази (а) та каталази (б) у культурі неонатальних кардіоміоцитів 
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*Р<0,05 вірогідні відмінності порівняно з контролем, **Р<0,05 вірогідні відмінності порівняно з дією  доксорубіцину 
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год. ці процеси відбувалися на тлі деякого 
підвищення вмісту ТБК-АП і Н2О2, а саме: 
вміст ТБК-АП зріс у 1,4 раза порівняно з 
контролем, а Н2О2 підвищився на 20% (див. 
рис.3). Сумісне застосування доксорубіцину 
і куркуміну в культурі кардіоміоцитів приз-
водило до значного зниження рівня вільно-
радикальних процесів на відміну від впливу 
доксорубіцину. Зниження вмісту ТБК-АП 
та Н2О2 (на 56,7 та 18,4%, відповідно; див. 
рис.3), при зниженні гіперактивації каталази 
(на 19%) та зростанні активності Mn-СОД (на 
35%; див. рис.4) свідчить про тенденцію до 
відновлення про–антиоксидантної рівноваги 
кардіоміоцитів. Таким чином, додавання кур-
куміну до культури кардіоміоцитів за умов за-
стосування доксорубіцину мало позитивний 
коригувальний вплив на вільнорадикальні 
процеси та антиоксидантний захист. 

ВИСНОВКИ

Показано, що рівень експресії мРНК HIF-1α 
у культурі неонатальних кардіоміоцитів при 
використанні доксорубіцину в дозі 0,5 мк-
моль/мл становив 2,9 ± 0,8 ум.од., тобто він 
зменшувався на 20 % відносно контролю - 3,6 
± 0,7 ум.од. (Р<0,05). Рівень експресії гена- 
мішені HIF PDK-1 також вірогідно змен-
шувався у 4 рази порівняно з контролем. За 
результатами МТТ-тесту при інкубації з док-
сорубіцином кількість живих клітин відносно 
контролю зменшилась на 50,4 %. А разом з 
куркуміном відсоток загиблих клітин змен-
шився на 7,7 % порівняно з використанням 
лише доксорубіцину. Додавання доксорубі-
цину призводило до значного підвищення в 
кардіоміоцитах вмісту активних продуктів 
тіобарбітурової кислоти у 3,6 рази та пере-
кису водню на 64% порівняно з контролем 
(P<0,05). Також тривала інкубація клітин з 
доксорубіцином знижувала ферментативну 
активність Mn-СОД на 32%, при цьому актив-
ність каталази зростала на 72%. Додавання 
куркуміну до клітинної культури кардіоміо-
цитів сприяло підвищенню активності Mn-

СОД на 14%, каталази - на 23% у порівнянні 
з контролем. При цьому вміст ТБК-АП зріс 
в 1,4 раза, а вміст Н2О2 підвищився на 20% 
(P<0,05). Сумісне застосування доксорубі-
цину і куркуміну призводило до значного 
зниження рівня вільно-радикальних процесів 
на відміну від ефектів застосування доксо-
рубіцину per se. А саме, знижувався рівень 
ТБК-АП та Н2О2 (на 56,7 та 18,4%, відповід-
но), при зменшенні гіперактивації каталази 
(на 19%) та зростанні активності Mn-СОД (на 
35%). Пригнічення експресії генів HIF-1α і 
PDK-1 підвищує роль прооксидантної ланки 
в про-антиоксидантному статусі кардіоміо-
цитів за умов застосування доксорубіцину.

О.А. Линник, Т.И. Древицкая, О.А. Гончар, 
С.А. Черный, А.М. Ковалев, И.Н. Маньковская

НАРУШЕНИЕ ПРО-АНТИОКСИДАНТНОГО 
БАЛАНСА ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ ДОК-
СОРУБИЦИНА ТА ЕГО КОРРЕКЦИЯ КУР-
КУМИНОМ В КУЛЬТУРЕ НЕОНАТАЛЬ-
НЫХ КАРДИОМИОЦИТОВ КРЫС

Исследовано влияние доксорубицина на систему транс-
крипционного фактора, индуцированного гипоксией, HIF, 
и про-антиоксидантный баланс неонатальных кардиоми-
оцитов и возможность коррекции его нарушений с помо-
щью куркумина. Выявлено, что уровень экспрессии мРНК 
HIF-1α при использовании доксорубицина в дозе 0,5 мк-
моль/мл составлял 2,9 ± 0,8 усл.ед., то есть он уменьшался 
на 20% относительно контроля 3,6 ± 0,7 усл.ед. (Р<0,05). 
Уровень экспрессии гена-мишени HIF пируватдегидро-
геназы киназы (PDK-1) также достоверно уменьшался в 4 
раза. При инкубации культуры неонатальных кардиомио-
цитов с доксорубицином количество живых клеток по от-
ношению к контролю уменьшилось на 50,4%, а совместно 
с куркумином – процент погибших клеток уменьшился на 
7,7 по сравнению с использованием только доксорубици на. 
Добавление доксорубицина приводило к значительному 
повышению в кардиомиоцитах уровня активных форм 
тиобарбитуровой кислоты (ТБК-АП) в 3,6 раза и перекиси 
водорода на 64%. Применение доксорубицина снижало 
также ферментативную активность Mn-СОД на 32%, при 
этом активность каталазы возрастала на 72% по сравнению 
с контролем. Добавление куркумина в клеточную культуру 
кардиомиоцитов способствовало повышению активности 
Mn-СОД на 14%, каталазы - на 23%. При этом уровень 
ТБК-АП вырос в 1,4 раза по сравнению с контролем, а 
уровень Н2О2 повысился на 20%. Совместное применение 
доксорубицина и куркумина приводило к значительному 
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снижению уровня свободнорадикальных процессов в 
отличие от доксорубициновой интоксикации, а именно, 
вызывало снижение содержания ТБК-АП и Н2О2 (на 56,7 
и 18,4% соответственно), при уменьшении гиперактивации 
каталазы (на 19%) и росте активности Mn-СОД (на 35%).
Ключевые слова: окислительный стресс; кардиомиоциты; 
фактор индуцированный гипоксией (HIF-1α); доксоруби-
цин; куркумин.

O. Linnik, T. Drevytska, O. Gonchar, S. Chornyy, 
O. Kovalyov, I. Mankovska

DOXORUBICIN-INDUCED ALTERATIONS  
IN PRO–AND ANTIOXIDANT BALANCE 
AND THEIR CORRECTION BY CURCUMIN 
IN THE NEONATAL RAT  
CARDIOMYOCYTES CULTURE 

It was studied the effect of doxorubicin on the HIF system and 
the pro–antioxidant balance of neonatal cardiomyocytes as 
well as the possibility of the oxidative stress correcting using 
curcumin. It has been revealed that the expression of mRNA 
HIF-1α using doxorubicin at a dose of 0,5 µM was 2.9 ± 0.8 
cu, so it decreased by 20% compared to control - 3.6 ± 0.7 
cu (Р<0.05). The level of expression of the HIF target gene 
PDK-1 also significantly decreased (4 times). During the in-
cubation with doxorubicin, the number of live cells decreased 
by 50,4% relative to control. And after using doxorubicin and 
curcumin together, the percentage of dead cells decreased by 
7,7 compared to doxorubicin only. Doxorubicin intoxication 
led to a significant increase in the secondary products of 
lipid peroxidation (TBARS) in cardiomyocytes by 3.6 times 
and hydrogen peroxide by 64%. Prolonged incubation with 
doxorubicin reduced the enzymatic activity of Mn-SOD by 
32%, while catalase activity increased by 72% compared to 
control. Adding of curcumin to the cardiomyocyte cell culture 
contributed to increasing of the Mn-SOD activity by 14%, 
catalase – by 23%. The level of TBARS increased by 1,4 times 
compared with the control, and the level of Н2О2 increased 
by 20%. The joint use of doxorubicin and curcumin resulted 
in a significant reduction of free radical oxidation unlike ef-
fect of doxorubicin per se. Specifically, there was lessening 
of TBARS and Н2О2 (at 56.7 and 18.4% respectively), while 
decreasing of the catalase hyperactivation (19%) and rising 
of the Mn-SOD activity (35%).
Key words: oxidative stress, cardiomyocytes, HIF-1α, doxo-
rubicin, curcumin.

O.O. Bogomoletz Institute of Physiology, National Academy 
of Sciences of Ukraine, Kyiv
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Особливості адаптаційних реакцій чоловіків  
за умов силових навантажень
А.А. Чернозуб
Чорноморський державний університет імені Петра Могили, Миколаїв;  
e-mail: chernozub@gmail.com

Вивчали особливості адаптаційних реакцій організму людини в умовах силових навантажень різного 
обсягу та інтенсивності та чіткого розуміння закономірностей змін концентрації тестостерону 
в сироватці крові в процесі занять фітнесом. Встановлено, що підвищення концентрації тесто-
стерону в сироватці крові нетренованих юнаків (в межах від 1,6 до 23,2%, Р<0,05) після фізичних 
навантажень порівняно зі станом спокою – відбувається у відповідь на силову роботу високої 
інтенсивності. Водночас використання в процесі тренувань силових навантаження середньої ін-
тенсивності і з великим обсягом роботи сприяє зниженню концентрації досліджуваного гормону на 
14,3% (Р<0,05). При цьому в процесі тривалого періоду тренувань спостерігали суттєве вірогідне 
підвищення показників максимальної м’язової сили на 32,5% у осіб контрольної та 53,1% у юнаків 
дослідної груп. Таким чином, досліджені адаптаційні зміни в процесі тривалих занять силовим 
фітнесом характеризуються зниженням темпів підвищення показників м’язової сили та обхватних 
розмірів тіла юнаків обох груп в порівнянні з вихідними значеннями, які були встановлені після першого 
місяця тренувань, внаслідок зростання рівня резистентності організму до фізичних навантажень. 
Одночасно виявлено, що гормональна відповідь на гостре тренування стає більш вираженою з кожним 
наступним місяцем занять силовим фітнесом тільки за умов використання під час тренувального 
заняття фізичних навантаження високої інтенсивності при малому обсязі роботи.
Ключові слова: концентрація тестостерону в сироватці крові; режими тренувальних навантажень; 
адаптаційні реакції; тренувальний процес; силовий фітнес.

©  А.А. Чернозуб

ВСТУП

Гормональні зміни, які виникають в процесі 
рухової активності під впливом тренувальних 
навантажень, підкреслюють важливу роль ен-
докринної системи в метаболічних потребах 
організму, що виникають в умовах напруже ної 
м’язової діяльності різної направленості [1, 
2]. Зміни функціональної активності окремих 
ендокринних залоз (відповідно – концент-
рації в сироватці крові продукованих ними 
гормонів) виявляють певну залежність від 
тривалості виконання вправи, обсягу та ін-
тенсивності тренувальної роботи, величини 
навантаження, а також рівня тренованості 
організму людини [3, 4].

У силовому тренуванні основна роль 
сте роїдного гормону тестостерону полягає 

в індукції синтезу скорочувальних білків 
у м’язах, що піддаються фізичному наван-
таженню. Крім того, в період інтенсивних 
занять силовими вправами, він потрібний 
для мобілізації функціональних можливостей 
організму [5].

Зазвичай під час фізичних навантажень 
секреторна функція залоз-продуцентів анабо-
лічних гормонів посилюється, що супровод-
жується стимулюванням процесів енергоза-
безпечення і фізичної працездатності організ-
му. Водночас використання спортсменами 
(переважно професійними культуристами) 
в процесі інтенсивного силового тренуван-
ня великої кількості повторень при низькій 
потуж ності часто викликає стійке зниження 
концентрації тестостерону в сироватці крові 
[6]. Можливо, що ці зміни пов’язані зі вто-
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мою, що розвивається ще до реального зни-
ження працездатності спортсмена [7].

Відсутність чіткого розуміння законо-
мірностей змін концентрації тестостерону 
в сироватці крові нетренованих юнаків і 
специфіки адаптаційних реакцій їх організ-
му до силових навантажень різного рівня  
інтенсивності та обсягу роботи, виключає на-
укове обґрунтування тренувального процесу, 
особливо в умовах занять силовим фітнесом. 
Останнє ініціює вкрай важливу проблему 
щодо з’ясування впливу змін концентрації 
цього гормону в крові в процесі тривалих 
силових тренувань на характер адаптаційних 
реакцій в організмі нетренованих юнаків, а 
також в отриманні інформації про надмірні 
тренувальні навантаження та можливість виз-
начення безпечних меж величини фізичних 
навантажень.

Метою нашої роботи було визначити 
особливості змін концентрації тестостерону 
в сироватці крові нетренованих юнаків в умо-
вах силового фітнесу та з’ясування ступеня 
їх впливу на адаптаційні зміни в організмі.

МЕТОДИКА

Обстежено 40 юнаків віком від 20 до 21 року 
фізично здорових, які не мають високого 
рівня резистентності до силових наванта-
жень. Було створено дві групи, контрольну 
та дослідну.

Юнаки впродовж 3 міс тренувань з 
періодичністю два заняття на тиждень як 
модель м’язової діяльності використовували 
фізичні навантаження, які переважно скла-
дають основу силового фітнесу. Обстежувані 
контрольної групи виконували: 4 серії (сети) 
силових вправ із 8 повторень в кожному; 
інтервал відпочинку між серіями становив 
60±3,8 с; темп виконання вправи середній 
(2/3 – 3 с триває концентрична фаза руху, 
а 3 с – ексцентрична); вправи виконували з 
повною амплітудою; маса обтяження снаряда 
(штанги, гантелей) за цих умов становила 
близько 80-82% від максимальної (маса 

снаряда з яким можна виконати лише одне 
повторення – 1 ПМ). Обстежувані дослідної 
групи виконували тренувальні навантаження 
наступного характеру: силові вправи – 4 серії 
з 4 повтореннями з інтервалом відпочинку 1 
хв; темп виконання вправи дуже повільний 
(3/6 – 3 с у концентричному режимі, а 6 с – в 
ексцентричному); вправи виконували з част-
ковою амплітудою (90% від максимальної); 
маса обтяження снаряда сягала 65-68% від 
максимальної. Загальна тривалість окремого 
тренувального заняття для представників 
кожної з груп становила 30±1,1 хв.

Всі юнаки, які брали участь у досліджен-
нях, попередньо пройшли повний медичний 
огляд і комплексний лабораторний контроль 
(9 показників), за результатами яких не 
мали медичних протипоказань для участі в 
експерименті.

Силові навантаження оцінювали за ком-
по нентами тренувальної роботи, які вико-
ристовуються як інформативні по каз ники в 
процесі занять силовим фітнесом. Для цієї 
мети застосовували метод визначення індексу 
тренувального навантаження [8]. Реєструва-
ли параметри максимальної м’язової сили 
учасників у тестових вправах, розрахову-
вали показники навантаження: коефіцієнт 
зовнішнього опору (Ra), відносну вагу обтя-
ження (Wa), значення силового навантаження 
(Wn), індекс тренувального навантаження 
(ITNA). Контроль досліджуваних показників 
проводили 4 рази з інтервалом в один місяць 
протягом 3-місячних занять силовим фіт-
несом. З аналогічним інтервалом у процесі 
дослідження контролювали динаміку показ-
ників антропометрії (обхватні розміри тіла).

Лабораторні дослідження сироватки 
крові відносно концентрації тестостерону 
проводили 4 рази протягом 3 міс тренувань 
з інтервалом в один місяць. Кожного разу 
при щомісячному контролі було проведено 
по два забори крові: до навантаження (у 
стані спокою) і відразу після закінчення 
тренувального заняття. Концентрацію тес-
то стерону в сироватці крові визначали 

Особливості адаптаційних реакцій чоловіків за умов силових навантажень



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 5 101

методом імуноферментного аналізу в умовах 
сертифікованої медичної лабораторії.

Матеріали досліджень піддавали ста-
тис тичній обробці з використанням пакету 
програм «Statistika» в системі «Microsoft 
Excel-2010» Були використані методи пара-
метричної статистики для визначення серед-
нього арифметичного, стандартної помилки 
середнього. Рівень вірогідності визначали за 
допомогою парного двовибіркового t-тесту 
для середніх.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Аналіз результатів показників силового на-
вантаження досліджень (табл. 1) вказує на 
наявність їх залежності від структури трену-
вального заняття та режиму фізичних наван-
тажень (моделі тренувальної діяльності). Так, 
для контролю достовірності умов проведення 
експерименту, показники Ra (відображає рі-
вень інтенсивності фізичного навантаження 
залежно від структури тренування та умов її 
проведення) і ITNA (відображає поріг стомлен-
ня організму спортсменів у процесі силових 
навантажень) – не змінювали своїх значень.

Протягом усього періоду досліджень зна-
чення Wa, що відображає найбільш адекват-
ний функціональним можливостям організму 
маси снаряда в заданих характеристиках 
силового навантаження, демонструють 
позитивну динаміку як серед представників 
контрольної (від +17,83 до +7,10%), так і 
дослідної (від 26,92 до 9,04%) груп (Р<0,05). 
Однак стрімке підвищення значень цього 
показника за перший місяць тренувань, з 
кожним наступним місяцем занять силовим 
фітнесом стає менш вираженими, що свід-
чить про можливу адаптації організму юнаків 
до силових навантажень такого характеру.

Майже подібну тенденцію до змін було 
встановлено під час контролю значень 
показника Wn. Він відображає обсяг викона-
ної роботи за одиницю часу з урахуванням 
особливостей структури тренувального 
за нят тя і характеру силових навантажень. 
Встановлено, що у юнаків контрольної групи 
він на 68,6% (Р<0,05) вищий порівняно 
зі значеннями у осіб дослідної групи. Ця 
обставина вказує на досить істотний вплив 
умов тренувальної діяльності на різницю в 
обсязі виконаної роботи учасниками дос-

Таблиця 1. Значення параметрів силових навантажень, які використовували учасники досліджуваних груп 
протягом тривалих занять силовим фітнесом (M±m, n=40)

Показники Вихідні значення
Після місяців тренувань

першого другого третього
Режим навантаження, yм.од
     контроль 0,64±0,01 0,64±0,01 0,64±0,01 0,64±0,01
     дослід 0,71±0,01 0,71±0,01 0,71±0,01 0,71±0,01
Відносна вага обтяження, кг
     контроль 40,48±0,46 47,70±0,51* 53,80±0,49* 57,62±0,66*
     дослід 45,02±0,34 57,14±0,51* 66,13±0,49* 72,11±1,04*
Індекс тренувального навантаження, yм.од.
     контроль 0,71±0,01 0,71±0,01 0,71±0,01 0,71±0,01
     дослід 0,87±0,01 0,87±0,01 0,87±0,01 0,87±0,01
Силове навантаження, кг/хв
     контроль 506,01±8,66 596,25±7,27* 672,50±8,31* 720,25±6,54*
     дослід 300,13±8,23 380,93±4,67* 440,86±5,81* 480,73±6,33*

Примітка: тут і в табл. 2 і 3 * P<0,05, в порівнянні з показниками попереднього місяця
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ліджень, незважаючи на те, що вихідний 
рівень розвитку максимальної м’язової сили 
практично ідентичний серед юнаків обох груп.

У табл. 2 представлено значення показ-
ників контрольного тестування розвитку 
м’я зо вої сили (1 ПМ, кг), які встановлені 
протягом тривалого (3 міс) періоду занять 
силовим фітнесом. У процесі тренувань у 
юнаків обох груп спостерігали позитивну 
динаміку морфофункціональних показників. 
Так, у осіб контрольної і дослідної груп в 
процесі тривалих занять силовим фітнесом 
було встановлено, що показники м’язової 
сили підвищилися на 32,5 і 53,1 % відповідно 
(Р<0,05) щодо вихідних значень. При цьому 
позитив ну тенденцію підвищення морфоме-
тричних показників учасників обох нетре-
нованих груп представлено в табл. 3. Так, у 
групі юнаків, які використовували в процесі 
тренувань навантаження великої інтенсив-
ності (дослідна група), виявлено підвищення 
досліджуваного показника на 7,0% (Р<0,05), 
а серед осіб контрольної групи – лише на 
4,5% (Р<0,05).

Таким чином, аналіз результатів вказує 
на те, що силові навантаження високої 

інтенсивності при малому її обсязі, викорис-
товувані під час тренувань юнаками дослід-
ної групи, сприяють більш вираженій зміні 
значень морфофункціональних показників у 
порівнянні з контролем.

У табл. 4 представлено результати конт-
ролю концентрації тестостерону в сироватці 
крові нетренованих юнаків у спокої (до на-
вантаження) та після тренувального за няття з 
використанням різних режимів на вантаження 
в процесі тривалих занять сило вим фітнесом. 
Слід відмітити, що після силового наванта-
ження середньої інтенсивності з великим 
обсягом тренувальної роботи (див. табл. 
4), концентрація тестостерону в сироватці 
крові юнаків контрольної групи демонструє 
зниження на 11,2% (Р<0,05). У свою чергу 
силові навантаження високої інтенсивності 
при незначному її обсязі, що використовують-
ся в процесі тренувального заняття юнаками 
дослідної групи, не викликають гормональ-
ної відповіді контрольованого показника 
на цьому етапі дослідження. Концентрація 
тестостерону в сироватці крові знижується в 
умовах збільшення обсягу роботи на проти-
вагу інтенсивності тренувань, що є ознакою 

Таблиця 2. Динаміка показників максимальної м’язової сили учасників досліджуваних груп в умовах 
тривалих занять силовим фітнесом (M±m, n=40)

Тренувальні вправи, 1 
ПМ, кг

Етапи контролю

Вихідні значення
Після місяців тренувань

Першого Другого Третього
Жим лежачи
     контроль 62,50±1,72 73,00±1,72* 85,50±2,38* 91,00±2,80*
     дослід 61,00±1,91 73,50±1,85* 85,00±1,99* 94,50±2,17*
Жим ногами
     контроль 116,25±4,00 145,25±5,28* 171,75±6,68* 188,25±7,19*
     дослід 126,00±6,33 171,00±6,59* 205,00±6,33* 224,50±6,10*
Тяга за голову
     контроль 65,50±1,45 72,00±1,17* 78,00±1,28* 80,75±1,32*
     дослід 59,75±1,56 69,00±1,56* 77,00±1,38* 83,25±1,27*
Молотки
     контроль 27,00±0,49 30,40±0,45* 33,80±0,54* 35,40±0,67*
     дослід 26,40±0,45 30,20±0,61* 33,60±0,54* 37,00±0,57*

Особливості адаптаційних реакцій чоловіків за умов силових навантажень
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синдрому перетренованості [4].
Таким чином, на основі аналізу отриманих 

результатів та огляду літературних даних [2, 7, 
9] можна припустити, що такий протилежний 
характер гормонального відповіді зумовлений 
вираженим стомленням, яке розвивалося під 
час заняття, а також низьким рівнем тренова-
ності юнаків або недостатньою адаптацією їх 
організму до цього виду стресу.

По закінченні першого місяця занять 
силовим фітнесом зміна концентрації тес-
тостерону в сироватці крові учасників груп 
має різноспрямовану тенденцію у відповідь 
на силові навантаження різного характеру. 
Так, у юнаків контрольної групи при середній 
(Ra=0,64 ум.од) інтенсивності фізичного 
навантаження і великому обсязі роботи 
(Wn=596,25 кг/хв) спостерігається зниження 
концентрації тестостерону в сироватці крові на 

13,4% (Р<0,05). Разом з цим у осіб дослідної 
групи в умовах використання під час занять 
показників високої інтенсивності фізичного 
навантаження (Ra=0,71 ум.од.) і малого обся-
гу роботи (Wn=380,93 кг/хв) вміст гормону в 
крові збільшується на 9,9% (Р<0,05) порівняно 
зі станом спокою. При цьому вірогідно збіль-
шувалися показники максимальної м’язової 
сили та обхватних розмірів тіла у юнаків обох 
груп, що практично неможливо при стані пе-
ренапруги або перетренованості [4].

Після другого місяця систематичних занять 
силовим фітнесом виявлено, що характер і сту-
пінь змін вмісту гормону в крові піс ля гострого 
силового навантаження в середньому по групі 
практично аналогічні результатам, отриманим 
місяць тому. Однак у юнаків дослідної групи 
ці показники демонструють більш виражену 
динаміку. У свою чергу на тлі незначного зни-

Таблиця 3. Динаміка показників обхватних розмірів тіла учасників досліджуваних груп в умовах тривалих 
занять силовим фітнесом (M±m, n=40)

Обхватні розміри 
тіла, см

Етапи контролю

Вихідні значення
Після місяців тренувань

Першого Другого Третього
Грудної клітки
     контроль 101,90±1,29 103,75±1,35* 105,15±1,41* 105,98±1,41*
     дослід 100,93±0,79 103,40±0,53* 104,93±0,45* 106,70±0,37*
Плеча
     контроль 32,83±0,33 33,53±0,38* 34,08±0,39* 34,48±0,40*
     дослід 33,00±0,37 34,15±0,44* 34,93±0,42* 35,65±0,42*
Передпліччя
     контроль 26,20±0,18 27,00±0,20* 27,63±0,20* 28,00±0,22*
     дослід 25,70±0,15 26,80±0,16* 27,70±0,19* 28,60±0,24*
Шиї
     контроль 36,68±0,28 37,70±0,35* 38,35±0,34* 38,80±0,35*
     дослід 37,25±0,20 38,30±0,17* 38,98±0,20* 39,48±0,25*
Стегна
     контроль 52,73±0,78 53,63±0,70* 54,00±0,66* 54,40±0,62*
     дослід 54,43±0,51 56,00±0,56* 57,35±0,58* 57,90±0,58*
Гомілки
     контроль 35,98±0,42 36,53±0,39* 36,75±0,37* 36,83±0,37*
     дослід 36,68±0,42 37,48±0,47* 38,00±0,48* 38,35±0,47*
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ження темпів зростання морфофункціональ-
них показників учасників обох груп значення 
силового навантаження продовжують збіль-
шуватися, але з менш вираженою прогресією.

Результати досліджень, які встановлені в 
обох групах після 3-го місяця тренувань, де-
монструють аналогічну тенденцію динаміки, 
яку спостерігали після 2-го місяця експери-
менту, але знову з більш вираженою зміною 
концентрації тестостерону в сироватці крові 
юнаків дослідної групи після навантажень 
порівняно зі станом спокою.

В цілому, аналіз результатів вказує на те, 
що незважаючи на зниження (у контрольній 
групі) або підвищення (в дослідній групі) 
концентрації тестостерону в сироватці крові 
у відповідь на силові навантаження різного 
характеру в процесі тренувального заняття, 
спостерігається суттєве підвищення макси-
мальної м’язової сили на 32,5% (Р<0,05) у 
осіб контрольної та 53,1% (Р<0,05) у юнаків 
дослідної груп протягом 3 міс занять силовим 
фітнесом. Водночас спостерігали незначну по-
зитивну тенденцію підвищення обхватних роз-
мірів тіла на 4,6% (Р<0,05) у осіб контрольної 
групи та 6,7% (Р<0,05) – дослідної. При цьому 
концентрація тестостерону в сироватці крові, 

досліджена протягом усього періоду експери-
менту, демонструє тенденцію до підвищення 
у представників контрольної групи на 10,4% 
(Р<0,05). Водночас у юнаків дослідної групи 
спостерігали її зниження на 11,7% (Р<0,05) в 
стані спокою протягом 3 міс занять силовим 
фітнесом. Виявлений факт, можливо, зумовле-
ний різним значенням обсягу та інтенсивності 
виконаної тренувальної роботи [1, 10, 11].

Таким чином, результати дослідження 
характеру і ступеня гормональної відповіді 
на гостре силове навантаження в процесі 
3-місячних занять силовим фітнесом показа-
ли, що використання під час тренувань малої 
кількості повторень (4 рази в окремому сеті) 
з масою обтяження снаряда 65% від 1 ПМ 
при високій інтенсивності (Ra=0,71 ум.од) і 
малому обсязі роботи (силове навантаження 
коливається в межах від 380 до 480 кг/хв) 
– призводить до підвищення (від 1,65 до 
23,1%; Р<0,05) концентрації тестостерону в 
сироватці крові порівняно зі станом спо кою 
(до навантаження). У свою чергу, викорис-
товуючи під час силових навантажень серед-
ню кількість повторень (8 разів у сеті) з масою 
обтяження снаряда 82 – 85% від 1 ПМ при 
середній інтенсивності (Ra=0,64 ум.од.) і 

Таблиця 4. Концентрація тестостерону (нмоль/л) у сироватці крові нетренованих юнаків обох дослідних груп  
в умовах тривалого періоду тренувань силовим фітнесом (n=40).

Етапи контролю
Концентрація тестостерону 

Різниця, % Р
До навантажень Після навантажень

На початку досліджень
     контроль 15,98±0,42 14,19±0,26 -11,2 <0,05
     дослід 17,56±0,93 17,85±1,03 +1,6 >0,05
Після 1-го місяця тренувань
     контроль 16,29±0,37 14,11±0,51 -13,4 <0,05
     дослід 16,66±0,91 18,31±0,53 +9,9 <0,05
Після 2-го місяця тренувань
     контроль 17,11±0,66 14,89±0,49 –12,97 <0,05
     дослід 15,97±0,71 18,79±0,78 +17,6 <0,05
Після 3-го місяця тренувань
     контроль 17,64±0,76 15,11±0,62 –14,3 <0,05
     дослід 15,51±0,69 19,11±0,64 +23,2 <0,05

Особливості адаптаційних реакцій чоловіків за умов силових навантажень
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великому обсязі роботи (від 596 до 720 кг/
хв) , спостерігали зниження концентрації 
досліджуваного гормону на 11,2 та 14,3% 
(Р<0,05). Концентрація тестостерону до і 
після силового навантаження не виходила за 
межі фізіологічної норми.

Результати дослідження динаміки вмісту 
тестостерону в крові нетренованих юнаків в 
умовах силових навантажень різного обсягу 
та інтенсивності свідчать про прояв достатньо 
не однотипної гормональної відповіді, вста-
новленої протягом усього періоду досліджень. 
Підвищення цього показника відбувається 
у відповідь на силові навантаження висо-
кої інтенсивності при малому обсязі робо ти. 
Водночас використан ня в процесі три валих 
тренувань силових навантаження се ред ньої 
інтенсивності з великим обсягом ро бо ти  
сприяють знижен ню концентрації дослід-
жуваного гормону після тренувального за-
нят тя порівняно зі станом спокою. При цьо-
му спостерігається протилежна динаміка 
базального вмісту тестостерону.

Таким чином, досліджені адаптаційні 
зміни в процесі тривалих занять силовим 
фітнесом характеризуються наявністю зни-
ження темпів підвищення показників м’язо-
вої сили та обхватних розмірів тіла юнаків 
обох груп в щодо  вихідних значень, які були 
встановлені після першого місяця тренувань, 
внаслідок зростання рівня резистентності 
організму до фізичних навантажень. Одно-
часно виявлено, що гормональна відповідь 
на гострі силові навантаження стає більш 
вираженою з кожним наступним місяцем 
занять силовим фітнесом тільки за умовах 
використання під час тренувального заняття 
фізичних навантаження високої інтенсивнос ті 
при малому обсязі роботи.

А.А. Чернозуб

ОСОБЕННОСТИ АДАПТАЦИОННЫХ 
РЕАКЦИЙ МУЖЧИН В УСЛОВИЯХ СИЛО-
ВОГО ФИТНЕСА

Изучали особенности адаптационных реакций организма 
человека в условиях силовых нагрузок различного объема 

и интенсивности и четкого понимания закономерностей 
изменений концентрации тестостерона в сыворотке крови 
в процессе занятий силовым фитнесом. Установлено, 
что повышение концентрации тестостерона в сыворотке 
крови нетренированных юношей (в пределах от 1,6 
до 23,2%; Р<0,05) после физических нагрузок по 
сравнению с состоянием покоя происходит в ответ на 
силовые нагрузки высокой интенсивности. В то же 
время использование в процессе тренировок силовых 
нагрузки средней интенсивности и с большим объемом 
работы – способствует снижению концентрации иссле-
дуемого гормона на 14,3% (Р<0,05). При этом в про-
цес се длительного периода тренировок, наблюдали 
существенное достоверное повышение максимальной 
мышечной силы на 32,5% у лиц контрольной и 53,1% 
– исследовательской групп. Таким образом, изученные 
адаптационные изменения в процессе длительных занятий 
силовым фитнесом характеризуются наличием снижением 
темпов роста показателей мышечной силы и обхватных 
размеров тела юношей обеих групп по сравнению с 
исходными значениями, которые были установлены после 
первого месяца тренировок, в результате роста уровня 
резистентности организма к физическим нагрузкам. 
Одновременно установлено, что гормональный ответ на 
острые силовые нагрузки становится более выраженным 
с каждым последующим месяцем занятий силовым 
фитнесом только в условиях использования во время 
тренировочного занятия физических нагрузки высокой 
интенсивности при малом объеме работы.
Ключевые слова: концентрация тестостерона в сыворотке 
крови; режимы тренировочных нагрузок; адаптационные 
реакции; тренировочный процесс; силовой фитнесс.

A.A. Chernozub

FEATURES OF ADAPTIVE REACTIONS IN 
HUMANS UNDER POWER FITNESS

We studied the features of adaptive reactions of human body 
under conditions of power loads of different volume and 
intensity. It was found that an increase in the testosteron con-
centration  in blood plasma of untrained young men to 23,2% 
(Р<0,05) after exercise, compared with the state of rest takes 
place in response to the high power loads intensity. At the 
same time, medium intensity work with large amount of work-
load  reduced the concentration of these hormones by 14,3% 
(Р<0,05). During long-time training an increase in maximum  
parameters of muscle force (by 32.5% in control  and 53,1% in 
test group) was observed. Thus, adaptive changes in the process 
of sustained power fitness are characterized by a slowdown of 
muscle strength and body size in both groups compared with 
baseline values, which were established after the first month 
of training. At the same time it was found that the hormonal 
response to acute power load becomes more pronounced with 
each subsequent month of classes in fitness force only under the 
conditions of use during the training sessions of high-intensity 
physical exercise for a small amount of work.

А.А. Чернозуб
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Гліциновий рецептор є аніонселективним каналом, що забезпечує швидку синаптичну передачу в 
центральній нервовій системі хребетних. Разом із ацетилхоліновим нікотиновим, серотоніновим (5-
HT3R) та рецептором гамма-аміномасляної кислоти (ГАМКА) він належить до родини цис-петельних 
пентамерних іонотропних рецепторів. В огляді відображено загальну картину, сформовану 
багаторічними дослідженнями, присвяченими гліциновому рецептору. Показано структуру й 
особливості субодиничної організації рецептора, розглянуто можливі причини гіперплексії – 
нейрологічного захворювання, пов’язаного з дисфункцією гліцинових рецепторів.
Ключові слова: cинаптична передача; цис-петельні рецептори; аніонселективні канали; гіперплексія. 
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ВСТУП

Гліцин – найпростіша амінокислота біоло гіч-
них організмів. Окрім основної ролі – буді-
вельної «цеглинки» білкових макромолекул, 
гліцин виконує ще одну надзвичайно важливу 
функцію – є нейротрансмітером у синапсах 
нервової системи. Завдяки дослідженням, про-
веденим у 60–70-х роках минулого сто ліття 
було доведено, що в нервовій системі хребет-
них швидка гальмівна передача забезпечуєть-
ся двома основними системами: ГАМК- та 
гліцинергічною. У першій нейро передавачем 
виступає гамма-аміномасляна кислота, у дру-
гій – гліцин. Іонотропні ГАМКА- рецептори 
знаходяться переважно в синапсах головного 
мозку, в той час як гліцинові – в спинному 
мозку і стовбурі мозку. В деяких ділянках 
нервової системи ці рецептори колокалізовані 
[1, 2]. Більше того, ГАМК і гліцин можуть вхо-
дити до складу однієї синаптичної везикули 
[2] і одночасно виділятися із пресинаптичного 
закінчення [3].

Фізіологічні функції гліцинергічної сис-
теми дуже різноманітні: від контролю мотор-

ної діяльності і генерації ритму до обробки 
сенсорної інформації. Основною функцією 
є передача гальмівних імпульсів у спинно-
му мозку, що забезпечує швидку регуляцію 
моторної діяльності [4]. Функціонування 
гліцинових рецепторів залежить від місця 
їх локалізації в нервовій системі, субоди-
ничного складу, регуляції вторинними посе-
редниками (протеїнкінази, фосфатази, іони 
кальцію), а також від концентрації іонів хло ру 
у внутрішньоклітинному та позаклітинному 
середовищах [5, 6].

В огляді представлені дані, що висвіт-
люють структуру гліцинових рецепторів, їх 
архітектуру і субодиничний склад, а також 
патологічні наслідки, зумовлені порушення-
ми молекулярної організації цих рецепторів. 

Структура гліцинового рецептора
Гліциновий рецептор входить до складу ро - 
ди ни цис-петельних лігандкерованих іоно-
тропних каналів, до якої також відносяться 
нікотиновий ацетилхоліновий (нАХР), серо-
тоніновий (5-НТ3) і ГАМКА-рецептори [7]. 
Дані досліджень останніх років свідчать, 
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що вони широко розповсюджені серед біо-
логічних організмів – від одноклітинних, 
молюсків, комах і до ссавців [8, 9]. Ліганд-
керовані іонні канали являють собою гомо- і 
гетеромерні ансамблі з 5 білкових субоди-
ниць, що формують центральну пору каналу 
[10–12]. Всі вони мають спільні риси будови: 
довгий зовнішньоклітинний N-термінальний 
домен, що складається з понад 200 аміно-
кислот, чотири трансмембранні домени 
(ТМ1–ТМ4), з’єднані петлями різної довжи ни 
(цитоплазматична петля, що з’єднує ТМ3- і 
ТМ4-домени нараховує майже 100 амінокис-
лотних залишків), і коротку позаклітинну 
С-терміналь. N-термінальний домен кож-
ної субодиниці має консервативну ділянку 
з 13 амінокислот, обмежених цистеїнами, 
що знаходиться між лігандзв’язувальним і 
трансмембранними доменами білкової суб-
одиниці. З’єднуючись ковалентно, цистеїни 
формують цис-петлю, що й дало назву від-
повідній родині. Характерною особливістю 
гліцинового рецептора є наявність двох цис-
петель у зовнішньоклітинному домені. 

Розуміння молекулярної структури цис-
петельних каналів значно розширилося 
завдяки важливим даним, що були отри-
мані за останні роки. По-перше, відкриття 
ацетилхолінзв’язувального білка (АХЗБ) 
прісноводного молюска Lymnea satagnalis 
і отримання його кристалічної структури з 
роздільною здатністю 2,7·10-10м [16]. Хоч 
цей білок і не асоційований з іонним ка-
налом, він являє собою пентамер, схожий 
за своєю будовою із зовнішньоклітинним 
макромолекулярним лігандзв’язувальним  
кластером, що утворений N-кінцями нАХР 
і гліцинового рецепторів. Це дало змогу 
використати структуру АХЗБ для гомологіч-
ного моделювання рецепторних центрів всієї 
родини цис-петельних каналів. По-друге, 
встановлення структури ацетилхолінового 
каналу Torpedo з роздільною здатністю 4·10-

10м [12] допомогло уточнити топологію цис-
петельних каналів і встановити локалізацію 
значної кількості їх структурних компонен тів. 

По-третє, визначення з високим розділенням 
(1,94·10-10м), кристалічної структури зовн-
ішньоклітинного домену α1-субодиниці 
нАХР миші, зв’язаного з α-бунгаротоксином 
[17], відкрило деталі молекулярної орга-
нізації цієї ділянки АХР. І, по-четверте, 
отримання кристалічної структури двох 
прокаріотних каналів, що є гомологічними 
із цис-петельними рецепторами. Канал 
ELIC (від англ. pentameric ligand-gated ion 
channel), з бактерії Erwinia chrysanthemi, 
було кристалізовано в закритому стані, що 
дало змогу з’ясувати його структуру при 
розділенні 3,3·10 -10м [18]. Кристалічна 
структура каналу GLIC, виділеного з бактерії 
Gleobacter violaceus, була визначена у відкри-
тому стані з розділенням 2,9·10-10м [19]. При-
пущення щодо молекулярних особливостей 
конформаційних змін, котрі призводять до 
відкривання іонних пор, базуються на порів-
нянні цих двох каналів. Зупинимося дещо до-
кладніше на їх архітектурно-функціональній 
організації.

Кінець N-термінального домену кож-
ної субодиниці являє собою α-спіраль, за 
якою йде серія з 10 β-складчастих структур 
(β-листів). Вони формують дві гідрофоб-
ні зони, що утворюють сайт зв’язування 
аго ніс та. Консервативна цис-петля, яка 
входить до складу цього домену, а також 
петля, що зв’язує β-листи 2 і 3, виги на-
ють ся в бік трансмембранних доменів і, 
ймовірно, відповідають за передачу інфор-
мації від лігандзв’язувального сайту до 
каналактивуючих воріт, що містяться в порі  
[16, 20, 21]. У формуванні лігандзв’язуваль-
ного сайту беруть участь центральні ділянки 
N-термінальних доменів двох сусідніх субо-
диниць, а саме А-С «головної» (або «+») су-
бодиниці і D-F петлі «комплементарної» (або 
«–») субодиниці [22]. Ці петлі є лінкерними 
ділянками, що поєднують β-складчасті 
структури між собою. В момент зв’язування 
агоніста з рецептором аміногрупа ліганду 
взаємодіє із залишком фенілаланіну 159 
В-петлі (триптофан 149 у випадку нАХР) за 
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механізмом катіон-π взаємодії [23]. Це при-
зводить до фіксування агоніста в місці його 
зв’язування, переміщення цис-петлі і петлі, 
що з’єднує β-складчасті структури 1 і 2 в 
напрямку трансмембранних доменів і до їх 
взаємодії з ТМ2-ТМ3 лінкером [16, 24]. Таке 
переміщення здатне викликати конформацій-
ні зміни інших доменів рецептора, зокрема 
ТМ2, котрий формує іонну пору. 

Чотири трансмембранні домени субоди-
ниць гліцинового рецептора представлені 
α- спіралями, що пронизують біліпідну 
мембрану. П’ять субодиниць, з яких скла-
дається рецептор, зорієнтовані таким чином, 
що їх ТМ2-домени утворюють іонселективну 
пору, а ТМ1-, ТМ3- і ТМ4-домени її оточують 
і взаємодіють з ліпідами цитоплазматичної 
мембрани [24]. У центрі кожного ТМ2-доме-
ну α спіраль перегинається, таким чином різ ні 
ділянки каналу мають різну ширину. В зоні 
перегину розміщені два гідрофобні кільця, 
утворені 9’-лейцинами і 13’-валінами, котрі, 
ймовірно, формують головні канальні ворота 
[24]. Згідно з моделлю Унвіна, відкривання 
іонного каналу запускається поворотом 
ТМ2- доменів та подальшою дестабілізацією 
гідрофобних взаємодій в канальних воротах. 
Ця модель базується на аналізі зображень 
нАХ-рецептора електричного органа морсь-
кого ската Torpedo, отриманих з допомогою 
електронного мікроскопа, з розділенням 
4·10-10м [11, 12]. Спираючись на результати 
аналізу кристалічної структури прокаріотних 
іонних каналів (аналогічних цис-петельним 
каналам еукаріот) GLIC [17] і ELIC [18, 25] 
було запропоновано іншу модель, згідно 
з якою під час активації рецептора, ТМ2 
– ТМ3-петля зміщується назовні і тягне 
за собою ТМ2-домен. Це призводить до 
узгодженого переміщення доменів ТМ2 і 
ТМ3 і супроводжується зміною їх нахилу 
та збільшенням діаметра пори з 2·10-10 до 
12·10-10м [20]. При цьому залишки кисню 
нижнього кільця глутаматів ТМ2-домену 
з’являються всередині каналу, динамічно 
формуючи його катіонну вибірковість. Однак 

ця модель заснована на порівнянні структури 
різних каналів: ELIC – в закритому, GLIC – 
у відкритому станах і потребує подальшого 
уточнення. Більш детально архітектура 
і молекулярні моделі відкривання цис-
петельних каналів представлені в оглядах 
[21, 22, 26]. 

Субодиниці гліцинового рецептора
Білок гліцинового рецептора уперше було 
біохімічно очищено зі спинного мозку щура, 
з використанням афінної хроматографії та 
високовибіркового антагоніста гліцинового 
рецептора – стрихніну [27]. Було виявлено 
три білки з молекулярною масою 49, 58 та 93 
кДа, з яких перші два було ідентифіковано як 
α1 та β-субодиниці,  гомологічні відповідним 
субодиницям інших представників родини 
цис-петельних рецепторів. В подальших 
експериментах продемонстровано, що білок, 
молекулярна маса якого становить 93 кДа, 
специфічно зв’язується з β-субодиницею і 
тубуліном, відіграючи, таким чином, головну 
роль у кластеризації гліцинових рецепторів 
[28]. Він отримав назву геферин.

З мозку ссавців виділено і клоновано 
чотири підтипи α-субодиниці гліцинового 
рецептора (α1, α2, α3, α4), котрі на 90 % го-
мологічні між собою [29], і β-субодиницю, 
що має 47 % гомології із α1 [30]. Аналогічний 
набір субодиниць характерний для нервової 
системи рибки зебри Danio rerio [31–33]. Су-
бодиниці гліцинового рецептора було виявлено 
в усіх відділах її центральної нервової системи 
(ЦНС), і їх розподілення загалом схоже з тим, 
що було отримане на ссавцях [34].

α1-, α2-, α3-Субодиниці, на відміну від  
β-суб одиниці, можуть формувати функціональ-
ні як гомомерні, так і гетеромерні (в комбі-
нації з β-субодиницею) рецептори [35, 
36]. Важливою властивістю β-субодини ці 
є наявність у цитоплазматичному доме ні 
ділянки зв’язування з геферином – адап-
торним білком, головне завдання якого – 
забезпечення постсинаптичної кластеризації 
гліцинових рецепторів [37-39].
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Властивості гомомерних і гетеромерних 
рецепторів дещо відрізняються. Встановлено, 
що провідність гомомерних рецепторів 
приблизно в 2 рази більше (80–100 пС), ніж 
гетеромерних (40–50 пС) [35]. Гомомерні 
рецептори високочутливі до блокувальної дії 
пікротоксину (ефективна доза 10 мкмоль/л), 
а чутливість гетеромерних α/β-рецепторів 
до цього блокатора в 100–500 разів мен-
ша [40, 41]. Це зумовлено відмінностями 
в амінокислотному складі доменів, що 
формують іонопровідний канал [42, 43].

За допомогою методу in situ гібридизації 
було показано, що для кожної субодиниці 
характерне специфічне місце локалізації в 
спинному мозку, стовбурі мозку і певних 
зонах головного мозку [44]. У ЦНС дорослих 
ссавців переважає α1-субодиниця. Рівень 
її експресії достатньо високий у ядрах 
стовбура мозку, спинному мозку, таламусі 
і гіпоталамусі. Переважна синаптична ло-
ка лізація α1 свідчить про формування гете-
ромерних α/β-рецепторів, оскільки саме 
β-суб одиниця відповідає за синаптичне 
«заякорення» гліцинових рецепторів [37, 45, 
46].

У період ембріонального розвитку α2 – 
найбільш поширена субодиниця гліцинового 
рецептора в ЦНС [44, 47]. Висока чутливість 
більшості ембріональних α2-гліцинових 
рецепторів до пікротоксину [48, 49] і висока 
провідність [50] свідчать про їх переважну 
гомомерність. Однак через три тижні після 
народження рівень експресії α2-субодиниці 
різко знижується, а її локалізація набуває 
синаптичного характеру. В дорослому орга-
ніз мі більшість гліцинових рецепторів сфор-
мовані α1-субодиницями, α2 була вияв лена 
лише в сітківці [51], ядрі нюхового аналі-
затора та деяких зонах головного мозку 
[44]. Варто відмітити, що цей рецептор не 
є критично необхідним для нормального 
функціонування ЦНС, оскільки нокаут гена 
α2-субодиниці гліцинового рецептора не 
змінює поведінкових реакцій фенотипу [52].

Для α3- і α1-субодиниць характерна 

подібна динаміка рівнів експресії, проте 
за кількісним показником α1-рецептори 
значно переважають над α3-гліциновими 
рецепторами [46]. Локалізація α3-субодини-
ці була підтверджена в кількох зонах ЦНС, 
однак найбільш детально її поширення 
було вивчено в сітківці [53] і ноцицеп-
тивних нейронах І і ІІ шарів задніх рогів 
спинного мозку (колокалізація з геферином 
говорить про синаптичне розташування) [54]. 
Субодиниця α4-гліцинового рецептора поки 
що мало вивчена. Була показана її локаліза-
ція в спинному мозку, дорсальних гангліях, 
симпатичних гангліях курчат [55] і сітківці 
ока мишей [56].

За умови коекспресії α- і β-субоди-
ниць формуються гетеромерні гліцинові 
рецептори. Стехіометрія такого рецептора 
дов го залишалася спірною і нині остаточно 
не визначена. Певний час загальноприйня тою 
була комбінація 3α:2β [57]. Більш пізніми 
дос лідженнями, з використанням мутантних 
і радіоактивно мічених α- і β- субодиниць, 
було показано, що поєднання 2α:3β є більш 
імовірним [58]. На його користь також свід-
чать дос ліди, виконані із застосуванням ска ну-
ю чої атомно-силової мікроскопії, в яких було 
проа налізовано число специфічних антитіл, 
кот рі зв’язалися з гліциновим рецептором 
[59]. Однак в іншій праці, базованій на методі 
сту пінчастого фотознебарвлення поодиноких 
молекул, отримано підтвердження поєднання 
3α:2β [60]. 

Як уже відмічалося раніше, однією із 
ключових властивостей β-субодиниці є її 
здатність зв’язуватися з білком геферином, 
котрий відповідає за формування кластерів 
гліцинових та деяких ГАМК-рецепторів у 
синаптичних мембранах [61]. Це – ще одне 
підтвердження того, що синаптичні гліцинові 
рецептори є гетеромерами. Окрім того, β-суб-
одиниця, а точніше її ТМ2-сегмент, виступає 
детермінантом стійкості до пікротоксину 
[40, 43].

Таким чином, встановлено існування 5 
субодиниць гліцинового рецептора: чотирьох 

Гліциновий рецептор: молекулярна організація і патології
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α і однієї β, що можуть формувати як го-
момерні, так і гетеромерні рецептори. Таке 
різноманіття субодиничного складу дає 
змогу гліциновим рецепторам брати участь у 
широкому спектрі процесів, що відбуваються 
в нервовій системі хребетних. Оскільки 
різні підтипи рецепторів відрізняються 
фізіологічними характеристиками, мають  
відмінності в локалізації, а рівні їх експресії 
змінюються незалежно один від одного у 
процесі розвитку, вони можуть забезпечувати 
високоефективне функціонування специ-
фічної системи контролю нейронних мереж 
організму.

Гіперплексія
Уперше гіперплексію описав у 1878 р. 
аме риканський невролог Джордж Берд, 
спостерігаючи пацієнта зі спільноти фран-
ко-канадських лісників. Він назвав його 
«стрибаючим французом» (“jumping french-
men”)[62]. Подальші дослідження показали, 
що гіперплексія – спадкове захворювання, яке 
фенотипово проявляється у вигляді сильно 
перебільшеної реакції на неочікувані акус-
тич ні і тактильні стимули [63]. Підвищення 
тонусу м’язів, що при цьому спостерігається, 
може призвести до неконтрольованого па дін-
ня і нападу задухи. Класичний напад гіпер-
плексії супроводжується зажмурюванням 
очей, підніманням вигнутих рук над головою 
та згинанням шиї, тулуба, ліктів, стегон і 
колін. Під час нападу хворі перебувають 
у повній свідомості, що дає змогу чітко 
відрізняти гіперплексію та епілепсію [64]. 

Причини цього рідкісного спадкового 
захворювання були невідомі до 1993 р., 
тоді вперше було встановлено мутацію α1-
субодиниці гліцинового рецептора, яка була 
характерною для пацієнтів із вищеописаними 
симптомами [65]. Нині доведено, що гіпер-
плексія виникає внаслідок мутацій не лише 
GLRA1 (хоча ураження саме цього гена 
найчастіше стає причиною хвороби), але і 
GLRВ [66, 67] та SLC6A5, що кодує пресинап-
тичний транспортер гліцину другого типу [68, 

69]. Окрім того, було виявлено, що мутації 
геферину та колібістину, білків, що забезпе-
чують кластеризацію гліцинових рецепторів 
у постсинапсі, також можуть бути причиною 
гіперплексії [70, 71].

Мутації α1-субодиниці можна поділити 
на кілька груп. До першої відносяться 
missense-мутації, в результаті яких заміна 
одного нуклеотиду призводить до заміни 
амінокислоти; до другої групи належать 
nonsense-мутації, коли заміна нуклеотиду 
спричинює блокування синтезу білка; до 
третьої – deletion – випадіння значних діля-
нок нуклеотидної послідовності. Мутації мо-
жуть мати як рецесивний (більшість із них), 
так і домінантний тип успадкування. Залежно 
від цього, вони формують кілька груп з 
досить чітко окресленими характеристиками 
і дають можливість передбачати наслідки 
конкретної мутації.

Missense-мутації гліцинового рецептора 
мають як аутосомний домінантний, так і 
рецесивний характер. Більшість досліджень 
підтверджують високу сконцентрованість 
цього типу мутацій у ТМ2 α1-субодиниці 
– при цьому кількість експресованих на 
поверхні клітини гліцинових рецепторів 
не зменшується, однак спостерігається 
порушення їх роботи – нестабільність зак-
ритого стану каналу, зниження чутливості 
до гліцину. Nonsense-мутації та делеції 
формують групу аутосомних рецесивних 
мутацій і спричинюють зниження кількості 
гліцинових рецепторів на поверхні клітини, 
однак варто підкреслити, що нормальний 
домінантний алель здатний частково це 
компенсувати, окрім того, цей тип мутацій 
не має переважного місця локалізації [72].

Розглянемо більш детально механізми, 
за якими мутації α1-субодиниці можуть 
спричинювати порушення гліцинергічної 
передачі. Насамперед це спонтанна актив-
ність гліцинових рецепторів, що є наслідком 
аутосомно домінантних missense-мутацій 
(Y128C [73], Q226E, V280M, R414H [74]). За-
міна амінокислоти Q на E у локусі 226, розмі-
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щеному на верхівці ТМ1-домену призводить 
до підсилення електростатичної взаємодії  
із R271, на верхівці ТМ2-домену сусідньої 
субодиниці і, як наслідок, збільшення про-
світу закритого стану каналу [75]. Мутація 
V280M, що розміщується у ТМ2-ТМ3-петлі, 
призводить до підвищення чутливості до 
гліцину та спонтанної активації каналу, 
імовірно, внаслідок конформаційних змін 
ТМ-доменів, які уможливлюють віддалення 
ТМ2 від центру каналу і збільшення просвіту 
каналу неактивованого рецептора [75]. За-
міни Y128C, що входить до складу одного 
з β-листків зовнішнього домену, і R414H 
(ТМ4-домен) спричинюють неспецифічні 
структурні зміни. Вони відповідають за 
спонтанну активність гліцинового рецептора 
[66], яка призводить до того, що іони хлору, 
постійно надходячи до клітини, зміщують 
свій рівноважний потенціал у бік більш 
позитивних значень, а отже, знижується 
амплітуда струму та ефективність гальмівної 
гліцинергічної передачі. Наступний крок 
розвитку патології у цьому разі – формування 
хронічної деполяризації та підвищення 
частоти генерації потенціалів дії.

До механізмів формування гіпер плек-
сичного фенотипу також відносяться пору-
шення відкривання каналу гліцинового 
рецептора. R271Q та R271L, розташова-
ні на зовнішньоклітинному кінці ТМ2-
домену, є найбільш частими та найбільш 
вивченими гіперплексичними мутаціями. 
Вони успадковуються аутосомно домінантно 
[65, 77–79]. Ці мутації не змінюють кількість 
гліцинових рецепторів на поверхні клітини, 
однак сильно впливають на їх чутливість 
до гліцину та провідність каналів [81, 82, 
90]. Вірогідно, зниження провідності ка-
налів пов’язане зі зникненням позитивно 
зарядженого залишку, при заміні R271 на 
Q, чи L, а отже, порушенням здатності пори 
накопичувати негативно заряджені іони хло-
ру [72, 83]. Окрім того, важливе значення має 
локалізація R271 – поряд із ТМ2-ТМ3-пет-
лею, яка відіграє ключову роль у відкриванні 

каналу, забезпечуючи передавання сигналу 
від сайту зв’язування гліцину до сайту, 
відповідального за безпосереднє відкривання 
каналу. Ймовірно, інші мутації, локалізовані 
в цій петлі (K276E/Q та Y279C/S), діють за 
таким самим механізмом [81, 84, 85]. Певну 
роль у порушенні відкривання гліцинового ка-
налу можуть відігравати такі мутації: Q266H 
[86], T265I, S267N [66, 87], V260M [88].

Пришвидшення десенситизації гліци-
нових рецепторів також може впливати на 
формування гіперплексичного фенотипу. 
Показано, що мутація Р250Т (у ТМ1–ТМ2- 
пет лі) [89] спричинює нестабільність від-
критого стану каналу і, як наслідок, швидку 
десенсити зацію рецептора [90]. Мутація 
Р230S (ТМ1-до мен), окрім прискорення 
десенситизації, призводить до зниження ам-
плітуди струму та чутливості до гліцину [73].

Як уже зазначалося вище, синаптичні  
α1-гліцинові рецептори формують гетеромери із 
β-субодиницею, що забезпечує їх класте ризацію 
та мембранне «заякорювання». Це дало змогу 
припустити, що мутації β-субодиниці можуть 
бути певною мірою причетними до розвитку 
гіперплексії. За реєст ровано одну аутосомну 
домінантну мутацію Y470C [66] та значну 
кількість аутосомних рецесивних мутацій. 
Більшість з них (наприклад E24X, R50X, 
М177R, G229D) розміщені у зовнішньо клітин-
ному домені GLRB, однак трансмембранні доме-
ни (S321F) та ТМ2–ТМ3-петля (W310C, R450X) 
також можуть містити гіперплексичні мутації. 
Голов ними наслідками згаданих амінокислот-
них замін у β-субодиниці є порушення мембран-
ної експресії гетеромерних гліцинових рецеп-
торів або зниження чутливості рецептора до 
агоніста [66, 67]. Також було виявлено од ну de 
novo-мутацію L285R, яка провокує спон танну 
активність каналу при експресії із нормальними 
α1-субодиницями гліцинового рецептора [66]. 
Цей амінокислотний залишок розташовується 
в позиції 9’ ТМ2-домену [12] і являє собою 
консервативний гідрофобний лейцин, заміна 
якого порушує стабільність закритого стану 
каналу.
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Третя, найбільш поширена причина 
гіперплексії – мутації Na+/Cl—-залежного 
транспортера гліцину (GlyT2), котрий за-
безпечує накопичення нейротрансмітера 
в пресинаптичному закінченні. Мутації 
транспортера загалом унеможливлюють 
ефективну гліцинергічну передачу внаслідок 
зниження концентрації нейромедіатора у 
пресинаптичному закінченні. Окрім того, 
було зафіксовано мутації, що мають більш 
специфічний механізм реалізації. Заміна 
Y337X спричинює розрізання GlyT2 у місці 
певної амінокислотної послідовності і, 
відповідно, повну відсутність функціональ-
них транспортерів у пресинаптичній мемб-
рані [91]. Для білків із замінами Е248К та 
S513I характерне нормальне мембранне 
вбудовування, однак зменшення спорідне-
ності до гліцину та Na+ відповідно; мутація 
А257Т знижує спорідненість як до гліцину, 
так і до Na+; Y656H та G657A впливають 
на катіон-π взаємодії всередині білкової 
молекули, змінюючи її конформацію [92].

Таким чином, гіперплексія являє собою 
досить рідкісне нейрологічне захворювання, 
викликане мутаціями генів, що кодують біл ки 
гліцинергічної системи: α1-та β-субодиниць 
гліцинового рецептора, пресинаптичного 
транспортера гліцину та постсинаптичних 
«заякорюючих» протеїнів геферину та ко-
лі бістину. Нині найбільш ефективний за-
сіб терапії гіперплексії – клонозепам, що 
забезпечує потенціацію ГАМК-рецепторів. 
Активізація ГАМКергічної системи гальму-
вання компенсує порушення роботи глі-
цин ергічної, однак не може повністю її 
замінити. Дослідження генетики гіперплексії 
спрямовані на розробку більш специфічних 
та ефективних засобів лікування цього 
захворювання.

ВИСНОВКИ

Гліциновий рецептор, що відноситься до ро-
дини цис-петельних іонотропних рецепторів, 
є ключовим елементом системи інгібіторного 

контролю моторних нейронів, що забезпечує 
виконання складних і точних рухів. 

Гліцинові рецептори мають досить різ-
но манітний субодиничний склад, що дає 
їм змогу брати участь у широкому спектрі 
фізіологічних процесів. α1- та β-Субодиниці 
гліцинового рецептора відіграють провідну 
роль у формуванні системи швидкого гальму-
вання. 

Гіперплексія – нейрологічне захворю-
вання, що характеризується порушенням 
роботи гліцинергічної системи і прояв-
ляється у вигляді неконтрольованих ру-
хів у відповідь на неочікувані стимули. 
Більшість зафіксованих випадків гіперплексії 
спричинені амінокислотними замінами, або 
повним випадінням певних послідовностей 
у α1-, β-субодиницях рецептора чи Na+/Cl-

-залежному везикулярному транспортері 
гліцину, що унеможливлюють ефективне 
функціонування цих білків.

Г. В. Малеева, П. Д. Брежестовский

ГЛИЦИНОВЫЙ РЕЦЕПТОР: МОЛЕКУЛЯР-
НАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ И ПАТОЛОГИЯ

Глициновый рецептор является анион-селективным 
каналом, обеспечивающим быструю синаптическую 
передачу в центральной нервной системе позвоночных. 
Вместе с ацетилхолиновым никотиновым, гамма-
аминомасляным (ГАМКА) и серотониновым (5-HT3R), он 
принадлежит к семейству цис-петельных пентамерных 
ионотропных рецепторов. В обзоре отображена общая кар-
тина, сформированная многолетними исследованиями, по-
священными глициновому рецептору. Показана структура 
и особенности субъединичной организации рецептора, 
рассмотрены возможные причины гиперплексии – 
нейрологического заболевания, связанного с дисфункцией 
глицинового рецептора.
Ключевые слова: cинаптическая передача; цис-петельные 
рецепторы; анион-селективные каналы; гиперплексия.

Maleeva G., Bregestovski P. 

GLYCINE RECEPTOR: MOLECULAR ORGA-
NIZATION AND PATHOLOGY

Glycine receptor is the anion-selective channel, providing fast 
synaptic transmission in the central nervous system of verte-
brates. Together with the nicotinic acetylcholine, GABA and 
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serotonin (5-HT3R) receptors, it belongs to the superfamily 
of pentameric cys-loop receptors. In this review we briefly 
describe main functions of these transmembrane proteins, 
their distribution and molecular architecture. Special atten-
tion is paid to recent studies on the molecular physiology of 
these receptors, as well as on presenting of molecular domains 
responsible for their dysfunction.
Key words: cys-loop receptors; anion-selective channels; 
hyperekplexia; inhibitory synaptic transmission.
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