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Нові фторвмісні активатори аденозинтрифосфат­
чутливих калієвих каналів флокалін і тіофлокалін  
пригнічують кальційіндуковане відкривання  
мітохондріальної пори у серці щурів

У дослідах in vitro на мітохондріях, ізольованих із тканини серця щурів, досліджували вплив акти-
ваторів аденозинтрифосфатчутливих калієвих каналів (KATФ-каналів) флокаліну і тіофлокаліну 
на кальційіндуковане відкривання мітохондріальної пори (МП) у серці щурів. Показано, що вони 
викликають характерне для активації KATФ-каналів помірне кальційнезалежне набухання міто-
хондрій, яке попереджається специфічним інгібітором 5-гідроксидеканоєвою кислотою, що дало 
змогу ідентифікувати ці сполуки як фармакологічні відкривачі саме мітохондріальних KATФ-каналів. 
Встановлена концентраційна залежність впливу як флокаліну, так і тіофлокаліну (10-7–10-4 моль/л) 
на величини кальційіндукованого набухання мітохондрій у серці з напівмаксимальними ефектами 
інгібування IC50=50 та IC50=2,7 мкмоль/л відповідно та більш потужною кардіопротекторною дією 
останнього. Так, флокалін у концентраціях 10-5, 5.10-5 і 10-4 моль/л попереджав кальційіндуковане 
відкривання МП на 23,89, 50,45 і 100 %, а тіофлокалін – на 20,18, 68,96 і 100 % у концентраціях 
10-6, 5.10-6 і 10-5 моль/л відповідно. Показано, що введення цих сполук у дослідах in vivo знижує чут-
ливість МП до дії Са2+. Отже, за фізіологічних умов активатори KATФ-каналів, ймовірно, чинять 
мембраностабілізувальну дію на мітохондрії, підвищуючи тим самим резистентність органел до 
індуктора МП Са2+. Отримані результати дали змогу окреслити їх роль як кардіопротекторів і 
регуляторів утворення МП у серці, вказуючи на їх антиішемічний і антиапоптотичний ефекти, 
що може використовуватися для корекції мітохондріальної дисфункції при патологічних станах 
серцево-судинної системи.
Ключові слова: флокалін, тіофлокалін, KATФ-канали, мітохондріальна пора, серце, щури.

вступ

Одним із найважливіших ендогенних меха-
нізмів кардіопротекції при ішемії міокарда є 
система аденозинтрифосфатзалежних каліє-
вих каналів (КАТФ-каналів) – сарколемальних 
і мітохондріальних, відкритих Noma [1] і 
Inoue [16]. Зокрема, такі ключові природні 
механізми кардіопротекції, як ішемічне пре-
кондиціювання та ішемічне посткондицію-
вання опосередковуються активністю цих 
каналів [14, 23]. Gross [12] та Auchampach 
[7] в експериментах на серці собаки з ви-
користанням блокаторів КАТФ-каналів глі-

бенкламіду і 5-гідроксидеканоєвої кислоти 
(5-ГД – специфічний інгібітор каналів саме 
мітохондріальної мембрани) вперше показа-
ли, що в механізмі розвитку ішемічного пре-
кондиціювання беруть участь КАТФ-канали як 
сарколемальної, так і внутрішньої мембрани 
мітохондрій. Загальною їх характеристикою й 
основним механізмом протекції є швидка ре-
акція на зниження енергетичного потенціалу 
(вмісту АТФ) в кардіоміоциті – невідворот-
ний наслідок порушення кровообігу серця. 
Ступінь антиішемічного захисту міокарда 
залежить від типу активованих КАТФ-каналів: 
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сарколемальної та мітохондріальної мембран 
кардіоміоцитів, гладеньком’язових та ендоте-
ліальних клітин судин [1,13].

Як виявилося, відкривати КАТФ-канали мож-
ливо і фармакологічним шляхом за допомогою 
активаторів цих каналів, а їх екзогенна активація 
призводить до реалізації потужних кардіопро-
текторних механізмів [8, 17, 20]. Разом з тим 
використання відомих активаторів цих каналів 
у клініці малопоширене у світовій практиці та 
практично відсутнє в Україні [17], що стало по-
штовхом до створення низки нових вітчизняних 
активаторів цих каналів [22]. Встановлено, що 
найбільш перспективними щодо створення лі-
карського засобу та введення в широку клінічну 
практику є флокалін та тіофлокалін. Проте, якщо 
їх вплив на калієві канали сарколемальної мемб-
рани та антиішемічні властивості були показані 
(зокрема для флокаліну) в електрофізіологічних 
та інших експериментах [1, 4–6, 19], то про їх 
дію на канали мітохондріальної мембрани 
досі судять опосередковано, опираючись на 
інгібування їх ефектів 5-ГД [1]. 

Навантаження Са2+ і оксидативний стрес 
є відомими індукторами неселективної ци-
клоспоринчутливої мітохондріальної пори 
(МП) (від англ. mitochondrial permability 
transition pores, mPTP), яка є важливим ре-
гулятором функціонування мітохондрій як 
за фізіологічних, так і патологічних умов. 
Варто відмітити, що МП відіграє ключову 
роль у клітинних порушеннях, спричинених 
насамперед перевантаженням органел Са2+ і 
виникненням оксидативного стресу [11, 21].

Мета нашої роботи – ідентифікація ме-
ханізму дії нових вітчизняних фторвмісних 
активаторів мітохондріальних KATФ-каналів 
– флокаліну та тіофлокаліну в експеримен-
тах на суспензії ізольованих мітохондрій 
і дослідити їх вплив на кальційіндуковане 
відкривання МП у серці щурів. 

МЕТОДИКА

Досліди проведено на дорослих (6 міс, ма-
сою 220–250 г) щурах лінії Вістар. Всі екс-

периментальні процедури виконано згідно з 
Європейською Директивою Ради Громад від 
24 листопада 1986 р. (86/609/ЕЕС). Тварин 
утримували на стандартному раціоні віварію. 
У кожній серії дослідів використано не менше 
ніж 10 тварин. 

Серця, видалені з декапітованих щурів, 
промивали охолодженим 0,9%-м розчином 
KCl (4°C). Мітохондрії виділяли диференцій-
ним центрифугуванням [2], і в суспензії орга-
нел визначали вміст білка за методом Лоурі. 

Відкривання МП досліджували за до-
помогою спектрофотометричної реєстрації 
набухання мітохондрій, ізольованих із серця 
щурів. Для цього мітохондрії поміщали в 
інкубаційне середовище ізотонічного скла-
ду (ммоль/л): KCl – 120, тріс – HCl – 25, 
KH2PO4 – 3; рН 7,4 (кінцевий об’єм – 3 мл) 
і реєстрували зниження оптичної густини 
суспензії мітохондрій при λ=520 нм за 5 хв 
до і впродовж 10 хв їх набухання за наявності 
індуктора Са2+. У дослідах на ізольованих 
мітохондріях для визначення відкривання 
МП у серці щурів використовували природ-
ний індуктор Са2+ у концентрації 10-4 моль/л. 
Зміну рівня набухання органел визначали як 
різницю у відсотках (Δ,%) між показником 
набухання мітохондрій на 15 хв відносно 
вихідного значення. Концентрація білка в 
інкубаційному середовищі становила 0,4 мг/
мл. Як контроль використовували суспензію 
мітохондрій в інкубаційному середовищі за 
відсутності індуктора з подальшою реєстра-
цією оптичної густини протягом 15 хв. В 
експериментах in vivo одноразове введення 
щурам флокаліну чи тіофлокаліну у дозі 2 мг/
кг здійснювали за 30 хв до декапітації тварин.

Отримані результати оброблені метода-
ми варіаційної статистики з використанням 
програми Origin 7.0 («Microcall Inc.», США).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Відомо, що при активації мітохондріаль-
них KATФ-каналів іони калію надходять до 
мітохондрій, що викликає деполяризацію 
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їх внутрішньої мембрани та одночасне па-
сивне надходження аніонів слабких кислот: 
(Cl-), ортофосфату та води, що в свою чергу 
призводить до набухання мітохондріального 
матриксу [1]. Отже, набухання (реєструється 
при λ=520 нм), що відбувається при введенні 
фармакологічних активаторів цих каналів 
можна використовувати для ідентифікації 
механізму їх дії як відкривачів цих каналів 
в ізольованих мітохондріях. Флокалін і 
тіофлокалін викликали характерне для ак-
тивації згаданих каналів помірне набухання 
ізольованих мітохондрій серця щурів з мак-
симальним рівнем за концентрації 10-5 та 10-7 
моль/л відповідно (рис. 1,а). Ці ефекти по-
переджалися специфічним інгібітором саме 
мітохондріальних KATФ-каналів 5-ГД (рис. 
1,б,в), що вказує на залежність набухання від 
відкривання вищезгаданих каналів. Водно-
час класичний інгібітор МП циклоспорин А 
(ЦсА) у концентрації 10-5 моль/л не впливав 
на активатори калієвих каналів, що може 
свідчити про здатність нових фторвмісних 
аналогів пінацидилу (активатора обох типів 
каналів: сарколемальних і мітохондріальних) 
відкривати KATФ-канали внутрішньої мембра-
ни мітохондрій. 

Відомо, що за фізіологічних умов MП 
функціонує в режимі низької провідності та 
характеризується циклічністю роботи, подіб-
ною за механізмом до кальційіндукованого 
вивільнення у цитозоль Ca2+ з ендоплазма-
тичного ретикулума. Функціонування MП у 
режимі високої провідності – явище незво-
ротне і пов’язане з глибокими наслідками для 
функції та структури мітохондрій і клітини 
в цілому. Цей режим ініціюється зокрема 
масивним некерованим входом кальцію в 
клітину і призводить до осмотичних змін в 
органелах і утворення в них зон набухання 
та деструкції. При цьому в цитоплазму ви-
вільнюється фактор індукції апоптозу (AIF) 
і цитохром с, які є тригерами апоптозу [10]. 

Характерні криві спонтанного (контроль 
у безкальцієвому середовищі) та кальційінду-
кованого набухання мітохондрій, що відбува-

Рис. 1. Концентраційна залежність набухання мітохон-
дрій серця щурів при дії нових фторвмісних активаторів 
КАТФ-каналів тіофлокаліну (1) та флокаліну (2) без бло-
кади (а) та за умов дії інгібітора вищезгаданих каналів 
мітохондріальних мембран – 5-гідроксидеканоєвої кислоти 
(5-ГД, 10-4 моль/л); б – для флокаліну, 10-5 моль/л; в – для 
тіофлокаліну,10-7 моль/л, для б і в: 1 – контроль; 2 – дія 
активаторів КАТФ-каналів; 3 – преінкубація з 5-ГД, дія 
активаторів КАТФ-каналів
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лося внаслідок відкривання МП у серці шурів 
показані на рис. 2. У контролі зміна рівнів 
набухання (Δ) становила 7,28 %. В умовах 
навантаження мітохондрій кальцієм відбува-
лося високоамплітудне набухання (Δ, = 17,96 
%). Слід зауважити, що останнє практично 
повністю попереджалося ЦсА у концентрації 
10-5 моль/л (див. рис. 2,а). Преінкубація ізольо-
ваних мітохондрій з інгібіторами мітохондрі-
альних KATФ-каналів 5-ГД (10-4 моль/л) та глі-
бенкламідом (ГбК) (10-4 моль/л) не змінювала 
набухання органел, що було індуковане іонами 

Са2+ (див рис. 2, б). Цей факт може свідчити 
про те, що інгібування згаданих каналів не 
впливає на кальційіндуковане відкривання МП 
та збільшення матриксу мітохондрій, тому що 
початково вони знаходяться в закритому стані. 

Показано, що в умовах преінкубіції мі-
тохондрій з флокаліном чи тіофлокаліном 
спостерігали зменшення кальційіндукованого 
набухання органел у серці щурів (рис. 3). 
Отже, попереднє відкривання мітохондрі-
альних KATФ-каналів новими фторвмісними 
активаторами попереджало кальційіндукова-
не відкривання МП у серці тварин. Причому 
їх ефекти мали дозозалежний характер (рис. 
4). Зокрема, введення у інкубаційний розчин 
флокаліну у концентраціях 10-5, 5.10-5 і 10-4 

моль/л зменшувало величину набухання ізо-
льованих мітохондрій серця щурів, що було 
індуковане іонами кальцію на 23,89, 50,45 і 
100 % відповідно. Додавання тіофлокаліну 
(10-6, 5.10-6 і 10-5 моль/л) пригнічувало це 
набухання на 20,18, 68,96 і 100 % відповідно 
(див. рис. 4,а,б). Ми встановили напівмакси-
мальні ефекти інгібування кальційіндукова-
ного набухання мітохондрій і, як наслідок, 
відкривання МП, при концентрації 50 та 
2,7 мкмоль/л для флокаліну та тіофлокаліну 

Рис. 2. Вплив інгібітора мітохондріальної пори циклоспо-
рину А (ЦсА) (а) та блокаторів KATФ-каналів – глібенкла-
міду (ГбК) та 5-гідроксидеканоєвої кислоти (5-ГД) (б) на 
кальційіндуковане набухання мітохондрій серця щурів: 
1 – контроль; 2 – дія Са2+ (10-4 моль/л), 3 – преінкубація 
з ЦсА (10-5 моль/л), дія Са2+, 4 – преінкубація з ГбК (10-4 
моль/л), дія Са2+; 5 – преінкубація з 5- ГД (10-4 моль/л), 
дія Са2+ 
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KATФ-каналів флокаліну та тіофлокаліну на кальційінду-
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2 – дія Са2+ (10-4 моль/л), 3 – преінкубація з флокаліном 
(5.10-5 моль/л), дія Са2+, 4 – преінкубація з тіофлокаліном 
(5.10-6 моль/л), дія Са2+
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відповідно (див. рис. 4,в). Їх відомий закор-
донний аналог пінацидил мав такі впливи 
за концентрації 128 мкмоль/л [15]. Таким 
чином, нові фторвмісні похідні пінацидилу 
значно краще попереджують кальційіндуко-
ване відкривання МП. Слід зауважити, що 
аналогічні напівмаксимальні ефекти відомого 
активатора КАТФ-каналів і кардіопротектора 
діазоксиду були близькими до дії флокаліну 
та спостерігалися за його концентраціії 65 
мкмоль/л [15]. Проте тіофлокалін попереджав 
відкривання МП у концентраціях на порядок 
нижчих, ніж діазоксид (2,7 і 50 мкмоль/л 
відповідно). 

Повне інгібування кальційіндукованого 
набухання мітохондрій у серці спостерігали за 
дії флокаліну та тіофлокаліну в концентраціях 
100 і 10 мкмоль/л відповідно. Отже, отримані 
результати вказують на те, що тіофлокалін на 
порядок сильніше попереджає кальційіндуко-
ване набухання МП, ніж флокалін та інші ві-
домі активатори КАТФ-каналів. Більш потужна 
дія тіофлокаліну підтвердилася і в наступних 
експериментах з попередньою індукцією на-
бухання за допомогою кальцію та подальшим 
введенням цих активаторів. 

Отже, нові фторвмісні активатори каліє-
вих каналів є потужними інгібіторами відкри-
вання МП і, таким чином, процесів апоптозу 
та некрозу кардіоміоцитів. Прямі впливи 
флокаліну а, отже, і активації KATФ-каналів, 
на розвиток цих механізмів було нами пока-
зано раніше в експериментах з аноксією (30 
хв) та реоксигенацією (60 хв) ізольованих не-
онатальних кардіоміоцитів щура [6]. Зокрема, 
виявлено, що у дозі 5 мкмоль/л він спричиняв 
зсув співвідношення живих, некротичних та 
апоптотичних клітин у бік живих, відсоток 
яких практично не відрізнявся від контроль-
них експериментів без аноксії – реоксигена-
ції. Відкривання калієвих каналів флокаліном 
зменшувало процеси некрозу у два рази та 
повністю запобігало розвитку апоптозу, що 
був індукований аноксією – реоксигенацією 
неонатальних кардіоміоцитів. 

Наступним етапом нашої роботи було до-

Рис. 4. Дія різних концентрацій флокаліну (а) та тіофло-
каліну (б) на Са2+-індуковане (10-4 моль/л) набухання 
мітохондрій серця щурів та криві доза – ефект (від 0 до 
100%) (в) для тіофлокаліну (1) та флокаліну (2) відповідно. 
*P<0,05 порівняно з дією Са2+ (для а і б)
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слідження впливу активації мітохондріальних 
KATФ-каналів за допомогою нових сполук на 
процес набухання мітохондрій на тлі попе-
редньої індукції МП. Флокалін і тіофлокалін 
вводили в інкубаційне середовище через 5 та 
60 с після додавання кальцію. Виявлено, що 
у першому випадку, в умовах попереднього 
відкривання МП, дія досліджуваних актива-
торів призводила до часткового припинення 
високоамплітудного кальційзалежного набу-
хання мітохондрій серця (рис. 5). А інгібітор 
KATФ-каналів глібенкламід запобігав описа-
ним ефектам. Водночас відкривання згаданих 
каналів через 60 с після індукції МП не мало 
суттєвого протекторного впливу і скасо-
вувало патологічне розширення матриксу 
мітохондрій незначно (див. рис. 5). 

Процес пороутворення тісно пов’язаний 
зі зміною проникності мітохондріальних 
мембран, що характеризується різною їх 
чутливістю до дії індукторів. Оскільки МП 
є структурною організацією мембран, то од-
нією з характерних її властивостей – це чут-
ливість до індукторів її відкривання, зокрема 
до Са2+ та окисників. Як раніше нами було 
показано, чутливість МП до індуктора Са2+ 
була підвищеною за старіння та гіпертензії [2, 
3]. В експериментах in vivo досліджували од-
норазове введення щурам нових активаторів 
для встановлення чутливості МП до індук-
тора кальцію у серці (рис. 6). Так , показано, 
що ін’єкція як флокаліну, так і тіофлокаліну 
зменшує чутливість МП до кальцію (10-4 та 
10-5 моль/л), з більш потужною кардіопротек-
торною дією останнього. 

Відомо, що мітохондріальні KATФ-канали 
відіграють центральну роль у захисті серця 
від ішемічно/реперфузійних пошкоджень 
(явище ішемічного прекондиціювання). 
Активатори мітохондріальних KATФ-каналів 
(діазоксид, пінацидил, нікоранділ, міноксиділ 
та ін.) зв’язуються з їх SUR-субодиницею та, 
відкриваючи канали, можуть значно покра-
щувати стан клітин за патологічних умов, 
зокрема гіпоксії та ішемії тканин. Ми нама-
галися з’ясувати, яким чином активування 

цих каналів може здійснювати протекцію у 
постішемічних пошкодженнях серця, зокрема 
досліджуючи вплив активаторів каналів на 
відкривання неселективної циклоспоринчут-
ливої МП, яка є важливим регулятором функ-
ціонування мітохондрій як за фізіологічних, 
так і патологічних умов, ініціюючи розвиток 
патологічних станів, що супроводжуються 
некротичними й апоптотичними процесами 
[10, 21].

У літературі існує декілька пояснень 
можливого протекторного механізму дії 
відкривачів мітохондріальних KATФ-каналів. 
По-перше, їх активація викликає деполяри-
зацію потенціалу внутрішньої мембрани мі-

Рис. 5. Вплив активаторів KATФ-каналів флокаліну (10-4 
моль/л) (а) та тіофлокаліну (10-5 моль/л) (б) на кальційінду-
коване набухання мітохондрій серця щурів: 1 – контроль; 
2 – дія Са2+ (10-4 моль/л); 3 – введення активаторів через 
5 с після додавання Са2+, 4 – введення активаторів через 
60 с після додавання Са2+ 
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тохондрій (DYm), наслідком чого є зменшення 
рушійної сили для транспортування іонів 
кальцію у органели, що в свою чергу захищає 
мітохондріальний матрикс від їх переванта-
ження. З іншого боку, навантаження Са2+ і 
оксидативний стрес є відомими індукторами 
МП. Згідно з альтернативною гіпотезою, 
активація мітохондріальних KATФ-каналів 
може викликати помірне мітохондріальне 
набухання, яке певною мірою захищає мі-
тохондрії, зберігаючи структуру та функцію 
їх міжмембранного простору. Інша гіпотеза 
стосовно кардіопротекторної дії одного з 
активаторів мітохондріальних KATФ-каналів 
діазоксиду припускає, що останній може 
модулювати продукування мітохондріями 
реактивних видів кисню [9]. 

Таким чином, у цій роботі ми розглянули 
один із механізмів дії нових вітчизняних 
фторвмісних сполук. Індукція характерного 
для активації KATФ-каналів помірного набу-
хання ізольованих мітохондрій серця та його 
попередження специфічним інгібітором саме 
KATФ-каналів мітохондріальної мембрани – 
5-ГД дало змогу ідентифікувати флокалін 
та тіофлокалін як фармакологічні відкривачі 
цих каналів. В експериментах з кальційінду-
кованим набуханням мітохондрій показано, 

що активація калійселективної проникності 
у внутрішній мембрані мітохондрій цими 
активаторами призводить до дозозалежного 
інгібування відкривання МП у серці з більш 
потужною кардіопротекторною дією тіофло-
каліна. Отримані результати дали змогу ок-
реслити роль флокаліну та тіофлокаліну як 
кардіопротекторів і регуляторів утворення 
МП у серці, вказуючи на їх антиішемічний 
і антиапоптотичний ефекти, що може вико-
ристовуватися для корекції мітохондріальної 
дисфункції при патологічних станах серце-
во-судинної системи.

Н.А. Струтинская, Р.Б. Струтинский,  
С.В. Черная, Е.Н. Семенихина, Л.А. Мысь,  
А.А. Мойбенко, В.Ф. Сагач

НОВЫЕ ФТОРСОДЕРЖАЩИЕ АКТИВАТО­
РЫ АДЕНОЗИНТРИФОСФАТЧУВСТВИ­
ТЕЛЬНЫХ КАЛИЕВЫХ КАНАЛОВ ФЛО­
КАЛИН И ТИОФЛОКАЛИН ИНГИБИРУЮТ 
КАЛЬЦИЙИНДУЦИРОВАННОЕ ОТКРЫ­
ВАНИЕ МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ ПОРЫ В 
СЕРДЦЕ КРЫС

В опытах in vitro на митохондриях, изолированных из 
ткани сердца крыс, исследовали влияние активаторов 
аденозинтрифосфатчувствительных калиевых каналов 
(KATФ-каналов) флокалина и тиофлокалина на кальцийин-
дуцированное открывание митохондриальной поры (МП) 
в сердце крыс. Они вызвали характерное для активации 
KATФ-каналов умеренное кальцийнезависимое набухание 
митохондрий, которое предупреждалось специфическим 
ингибитором 5-гидроксидеканоевой кислотой, что позво-
лило идентифицировать эти соединения как фармаколо-
гические открыватели именно митохондриальных KATФ-
каналов. Установлена концентрационная зависимость 
влияния как флокалина, так и тиофлокалина (10-7–10-4 
моль/л) на величины кальцийиндуцированного набухания 
митохондрий в сердце с полумаксимальными эффектами 
ингибирования IC50=50 и IC50=2,7 мкмоль/л соответствен-
но, и более мощным кардиопротекторным действием 
последнего. Так, флокалин в концентрациях 10-5, 5.10-5 
и 10-4 моль/л предупреждал кальцийиндуцированное 
открывание МП на 23,89, 50,45 и 100 %, а тиофлокалин 
– на 20,18, 68,96 и 100 % в концентрациях 10-6, 5.10-6 и 
10-5 моль/л соответственно. Показано, что введение этих 
соединений в опытах in vivo снижает чувствительность 
МП к действию Са2+. Таким образом, в физиологических 
условиях активаторы KATФ-каналов, вероятно, оказывают 
мембраностабилизирующее воздействие на митохондрии, 
повышая тем самым резистентность органелл к индуктору 

Рис. 6. Зміни чутливості мітохондріальної пори до індукто-
ра Са2+ у серці щурів за умов введення in vivo флокаліну та 
тіофлокаліну: 1 – контроль 2 – дія флокаліну (2 мг/кг), 3 – 
дія тіофлокаліну (2 мг/кг). * P<0,05 порівняно з контролем
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МП Са2+. Полученные результаты позволили определить 
их роль как кардиопротекторов и регуляторов образования 
МП в сердце, указывая на антиишемический и антиапоп-
тотический эффекты, что может использоваться для кор-
рекции митохондриальной дисфункции в патологических 
состояниях сердечно-сосудистой системы.
Ключевые слова: флокалин, тиофлокалин, KATФ-каналы, 
митохондриальная пора, сердце, крысы.

N.A. Strutynska, R.B. Strutynskyi, S.V. Chorna, 
O.M. Semenykhina, L.A. Mys, O.O. Moibenko, 
V.F. Sagach

NEW FLUORINE-CONTAINING OPENERS 
OF ATP-SENSITIVE POTASSIUM CHANNELS 
FLOKALIN AND TIOFLOKALIN INHIBIT 
CALCIUM-INDUCED MITOCHONDRIAL 
PORE OPENING IN RAT HEARTS

In experiments in vitro on the mitochondria isolated from 
the rat’s heart we studied the effects of the openers of ATP-
sensitive potassium channels (KATP-channels), floсalin and 
tiofloсalin, on the calcium-induced mitochondrial pore (MPTP) 
opening. Floсalin and tiofloсalin caused moderate Ca2+ -in-
dependent mitochondria swelling, which was prevented by 
a specific inhibitor of 5-hydroxydecanoate. This allowed to 
identify these compounds as mitochondrial KATP-channels 
openers. We found that concentration-dependent inhibitory 
effects (10−7 to 10−4 М) of floсalin (with IC50=50 µM) and 
tiofloсalin (with IC50=2,7 µM) on Ca2+-induced mitochondrial 
swelling (MPTP opening) in the heart characterized more 
powerful cardioprotective action of the latter. It was shown that 
the administration of these compounds in experiments in vivo 
decreased the sensitivity of the MPTP opening to Ca2+. Thus, 
under physiological conditions the activators KATP-channels 
probably provide the membrane-stabilizing effects, thereby 
effectively increasing the organelles resistance to Ca2+, an 
inductor of MPTP. The results obtained allowed to character-
ize the role of the compound studied as cardioprotectors and 
regulators of the MPTP formation in the heart, indicated their 
anti-ischemic and anti-apoptotic effects that can be used in 
order to correct the mitochondrial dysfunction under patho-
logical conditions of the cardiovascular system.
Keywords: flocalin, tioflocalin, KATP-channels, mitochondrial 
pore, heart, rats.

O.O.Bogomoletz Institute of Physiology National Academy 
of Science of Ukraine, Kyiv
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S.V. Goncharov, V.L. Gurianova, D.О. Stroy, T.I. Drevytska, S.P. Kaplinskii,  
E.A. Nastenko, M. Litvinenko, R.V. Terletskiy, M.V. Khaitovych, O.O. Moibenko,  
V.E. Dosenko 

Genetic predisposition to essential hypertension  
in children: analysis of 17 single nucleotide  
polymorphisms 

Study of 17 single nucleotide polymorphisms has been performed to determine the factors of genetic 
predisposition to essential hypertension. Polymerase chain reaction (PCR) with subsequent analysis of 
restriction fragment length, allele specific PCR or real-time PCR was used for genotyping of 17 single 
nucleotide polymorphisms in 14 genes in 145 children with essential hypertension and 144 healthy persons 
with following complex multivariate statistical analysis. Two single nucleotide polymorphisms – MMP9 
(C-1562→T) and NOS3 (Glu298→Asp) – rs3918242 and rs1799983 – were shown to represent the main 
independent effects with the highest predictive potential (77,1% as indicated by binary logistic regression 
and 74,6% testing accuracy shown by Multifactorial Dimensionality Reduction). MMP9 (C-1562→T) and 
NOS3 (Glu298→Asp) potentially may be used to create predictive algorithm for determination of predis-
position to arterial hypertension in children.
Key words: single nucleotide polymorphism, genetics, hypertension, pediatrics.

Introduction

Genetic predisposition is a strong and necessary 
background for effects of environmental factors, 
the worst combinations of which might lead to 
onset and progression of multigenic diseases, 
including essential hypertension (EH). The 
earlier age of disease onset suspects more 
primary role of genetic factors in its etiology. 
The cases of EH in childhood are rare but there 
is no doubt regarding the leading role of genetic 
factors in their onset [29]. Single nucleotide 
polymorphism (SNP) is considered to be genetic 
phenomenon that constitutes diathesis (more 
common determination is susceptibility) to 
almost all chronic diseases including EH [2]. 

There are a lot of studies concerning associa-
tion of several SNPs and EH in adults but less 
information is available about EH in children [5, 
7 19, 21, 40]. SNPs in genes encoding factors 
of blood pressure regulation (such as NOS3, 

ACE, AGT, AGTR1, NPPA, NPR1, ET1, etc) are 
of the main interest for authors investigating 
this problem and they have found association 
of some of them with increased blood pressure 
in early age. Petrovic D. et al. were the first to 
publish work concerning this aspect in 2002 
[39]. They studied frequencies of I/D polymor-
phism of ACE gene, the M235→T polymorphism 
of the angiotensinogen gene (AGT), and the an-
giotensin II type 1 receptor (AGTR1) A1166→C 
gene polymorphism in group of 57 children (8-
19 years old) with diagnosed EH compared to 
group of 57 subjects with normal blood pressure, 
reported that AGT M235→T polymorphism can 
be considered as a risk factor for EH in child-
hood. The same team of investigators in 2004 
was failed to find association of ScaI NPPA gene 
polymorphism with the level of blood pressure 
in the same studied group [58]. Snieder H. et 
al. in their works (2002, 2004, and 2006) ana-
lyzed SNPs in genes encoding beta2-adrenergic 
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receptor ADRB2 (Arg16→Gly and Gln27→Glu), 
endothelin-1 EDN1 (T-1370→G, +138/ex1 del/
ins, T-37/in2C, and Lys198→Asn), angiotensino-
gen AGT (M235→T), and angiotensin II receptor 
type1 AGTR1 (C-521→T, L191→L and A1166→C) 
in Caucasians and Afro-Americans. They have 
evaluated influence of genotype, sex, race, and 
socioeconomic state on dynamics of changes 
of blood pressure and left ventricle mass in 15 
years long study [20, 42, 43 ]. Although EH 
was not diagnosed in people included into the 
study, authors concluded that almost all analyzed 
SNPs as well as sexual and racial factors influ-
ence on blood pressure. Single genome-wide 
association study identifies some SNPs and their 
relationship with the blood pressure in adoles-
cents – Canadian researchers identified 3 loci 
in following genes that are associated with high 
blood pressure: PAX5, MRPS22, and FTO [31]. 

In the current work we have studied the fre-
quencies of SNPs in groups of genes involved 
into regulation of vascular tone (NOS3, AGT, 
ACE, AGTR1, NPPB) and also of extracel-
lular (A2M, MMP2, MMP9) and intracellular 
(LMP2, LMP7, PSMA6) proteolysis, of hypoxia 
response (HIF1A), metabolism (PPARG), and 
DNA repair (XRCC1) in children with EH and 
in people with normal blood pressure. We used 
the integrative analytical approach aimed to 
evaluate the role of SNPs as genetic basis of pre-
disposition to EH and created predictive model 
for EH. It includes 2 SNPs: MMP9 (C-1562→T) 
and NOS3 7 exon (Glu298→Asp), that represent 
2 main independent effects with the highest 
predictive potential. 

Material and methods

Contingent under the Study: Essential Hyper­
tension Group and Control Subjects

Children with diagnosed EH ranged in age 
from 9 to 17 years (145 subjects) were included 
into the study. Each participant’s parents of the 
study provided written informed consent, and 
study protocols were approved by the institu-
tional review boards of Bogomoletz Institute 

of Physiology. All members of 24-hour blood 
pressure monitoring (BPM) was carried out on 
5-7 day of in-patient examination using the pres-
sure monitors «АВРМ-04/M» («МEDITECH», 
Hungary) with humeral cuff. Evaluation of BPM 
data has been realized by commonly accepted 
approach [44]. The complete clinical examina-
tion of patients was carried out according to 
the recommendations of the European Society 
of Hypertension, including estimation of renal 
function (ultrasonic scanning of kidneys, and 
urine analyses) to exclude the secondary hy-
pertension [27]. While suspecting in patients 
the renal etiology of hypertension (propen-
sity to increased diastolic blood pressure, night 
type of hypertension), we carried out the renal 
dynamic scintigraphy with 99mTc-diethylene 
triamine pentaacetic acid and 99mTc-S-benzoyl 
mercaptoacetyltriglycine in scintillation gamma 
cameras РНО Gamma LFOV (“Searle”, Hol-
land). Glomerular filtration rate in examined 
patients for each kidney was ranged from 38 to 
98 mL/min, average (X±SD) – 54,3±17,2 mL/
min; standardized – 56 – 144 mL/min, average 
– 105,2±24,9 mL/min.

Clinically healthy children (144 subjects) 
were included in control group, examination of 
them by anamnesis taking, electrocardiography 
and blood pressure measurement was carried out 
to confirm absence of cardiovascular pathology. 

Genotyping
Blood samples were taken under sterile condi
tions into 2,7 mL manovettes containing EDTA 
potassium salt as an anticoagulant (“Sarstedt”, 
Germany), or buccal epithelium was taken 
using buccal brushes with the following 
freezing of samples and their storage at -20ºC. 
DNA for genotyping was extracted from the 
samples using Isogene kits (Russian Federation) 
according to manufacturer’s protocol. PCR with 
subsequent analysis of restriction fragment 
length polymorphism (RFLP) was used to 
determine the SNPs set forth below: NOS3 
promoter (Т-786→С) by methodic proposed 
by Ghilardi G. et al. with our modifications 
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[12], NOS3 7 exon (Glu298→Asp) [15], AGT 
(Met235→Thr) and AGTR1 (A1166→C) [4], 
NPPB promoter (T-381→C) [30], A2M 5` splice 
site of exon 18 [6], A2M (Ile1000→Val) [55], 
MMP9 (C-1562→T) [18], LMP2 (Arg60→His) 
and LMP7 (Lys49→Gln) [50], HIF1a exon 
12 (С1744→Т) [38], PPARG (Pro12→Ala) [2], 
XRCC1 (Arg399→Gln) [26]. Insertion/deletion 
polymorphisms of NOS3 intron 4 and ACE 
intron 16 were determined by Wang X.L. et al. 
and Evans A.E. et al. correspodingly [11, 51]. To 
detect  MMP2 C-1306→T we used the allele-specific 
PCR [34]. Real-time PCR and Taq-Man Assays 
was used for allelic discrimination in SNP PSMA6 
(C–8→G) TaqMan® SNP Assay C_11599359_10 
and 7500 Fast Real-time PCR System (Applied 
Biosystems, Foster City, USA) [48]. 

Statistical analysis
Clinical data (table 1) was tested for normally 
distribution using Shapiro-Wilk test and 
assumption of equality of variances was analyzed 
with the help of Levine test using SPSS ver. 17.0. 
Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology 
studies was used to examine Hardy-Weinberg 
equilibrium. Odds ratios for every single SNP 
were calculated using SPSS ver. 17.0. 

Complex multifactoreal statistical analysis 
was performed in 3 steps to access the independ-
ent main and interaction effects of the studied 
SNPs. In the 1st step we used a random forest 
algorithm [46]. Random forests can accommo-
date thousands of independent variables and have 
been demonstrated to be among the most accurate 
statistical learning machines, and are capable of 

generating useful scaling of importance among 
predictors. Analyses were performed using the 
Random Forest as given in the R library. 

To find out OR (odds ratios) associated with 
each predictor, to detect main effects of the most 
important SNPs chosen by random forest and to 
reveal what genotypes are associated with an 
increased risk of essential hypertension, we used 
a binary logistic regression (performed in SPSS 
ver. 17.0) in the 2nd step of statistical analysis.

Finally, in the 3d step, we used a non-para-
metric approach such as Multifactorial Dimen-
sionality Reduction (MDR) software (version 
2.0) to detect the interaction effects of the 
studied SNPs and find out the best model with 
the highest predicting potential. MDR is a data 
reduction method that seeks the possibility to 
identify combinations of multilocus genotypes 
that are associated with either high risk or low 
risk of disease. We selected the best MDR model 
as the one with the maximum testing accuracy. 
A testing accuracy of 0,5 is expected under the 
null hypothesis. Statistical significance was 
determined using 1000-fold permutation tests. 
The MDR results were considered statistically 
significant at the P < 0,05 level. 

Results

Hardy-Weinberg and chi-square analysis. Data 
on frequencies of studied SNPs for the group of 
controls vs. children with EH are summarized 
in table 2. Frequency distribution of genotypes 
of all analyzed SNPs were in Hardy-Weinberg 
equilibrium. 

Table 1. Basic characteristics of the individuals involved in the study

Parameter
Control
(n=144)

EH
(n=145)

Sex, male/female 97/47 103/42
Age, years ± SD 13.7 ± 1.12 14.3 ± 1.62
BMI, kg/m2 ± SD 19.3 ± 3.44 23.0 ± 4.26
SBP, mm Hg ± SD 107.5 ± 6.86 128.8 ± 7.94 *
DBP, mm Hg ± SD 68.4 ± 6.13 74.8 ± 8.82

BMI – body mass index, SBP – systolic blood pressure, DBP - diastolic blood pressure, SD – standard devia-
tion. * - P<0.05

Genetic predisposition to essential hypertension in children
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Chi-square test. Distribution of genotypes of 
studied SNPs in children with EH and healthy 
people (odds ratios with 95% confidence inter-
vals) is summarized in table 3.

Random forest analysis. Importance index 
of 14 analyzed SNPs is summarized in figure 
1. It can clearly show that MMP9 is the most 
important predictor followed by NOS3 7 exon 
(Glu298→Asp) SNP and then NOS3 promoter 
(Т-786→С) and AGTR1 (A1166→C). The result 
of the application of the method suggested by 
Strobl et al. regarding the reduction of the un-
important predictors is shown in figure 1 (SNPs 
located to the left of the vertical dashed line). 
The prediction accuracy for the OOB was 73%.

After selecting the most important predictors 
we wanted to compare the OOB error rate if only 
these 4 SNPs are included in the model. Random 
forest model was built again with 1000 trees and 

2 random variables available at each node split. 
The OOB prediction accuracy did not change at 
all (73%).

Logistic regression analysis. To detect the 
main effects of 4 most important SNPs selected 
by random forest and to reveal the genotypes 
associated with an increased/decreased risk 
of EH, we used a binary logistic regression 
(“block enter” method) but only with the 4 SNPs 
selected by random forest. The prediction ac-
curacy of logistic regression with 4 predictors 
was 79.5% and coefficients of logistic regression 
along with odds ratios, confidence intervals are 
shown in table 4. The obtained results suggest 
that only MMP9 (C-1562→T) and NOS3 7 exon 
(Glu298→Asp) are significantly associated 
with EH while NOS3 promoter (Т-786→С) and 
AGTR1 (A1166→C) did not reach statistical 
significance. Genotype C/T (MMP9 (C-1562→T)) 

Table 2. Percentage distribution of genotypes of studied SNPs in children with essential hypertention  
and healthy people 

GENES (POLYMORPHISMS), 
REFERENCE SNP ID

GENOTYPES
AA Aa aa

Control EAH Control EAH Control EAH
NOS3 (Т-786→С), rs2070744 40,7 44,4 53,2 40,7 6,1 14,9
NOS3 (Glu298→Asp), rs1799983 31,1 44,7 64,5 41,3 4,4 14
NOS3 (4а/4b) 62,9 68,6 32,8 24,1 4,3 7,3
ACE (I/D) 27,6 18,8 51,7 58 20,7 23,2
AGT (Met235→Thr), rs699 19,8 27,4 57,5 49 22,7 23,6

AGTR1 (A1166→C),  rs5186 53,1 52,3 39,9 37,4 7 10,3
NPPB (Т-381→С), rs198388 48 34,8 33,7 46,7 18,3 18,5
A2M (Ile1000→Val), rs669 43,8 35,5 44,5 51 11,7 13,5
A2M (I/D), rs3832852 47 78,8 43,3 19,7 9,7 1,5
MMP2 (C-1306→T), rs243865 49 50 45 46,1 6 3,9
MMP9 (C-1562→T), rs3918242 64 73,8 34,9 22,6 1,1 3,6
LMP2 (Arg60→His), rs17587 63,7 42,2 28,7 45,7 7,6 12,1
LMP7 (Lys49→Gln), rs2071543 97,5 92,5 2,5 7,5 0 0
PSMA6 (C–8→G), rs1048990 72 76,5 28 21 0 2,5
HIF1A (С1744→Т), rs11549465 80 86,3 20 13 0 0,7
PPARG (Pro12→Ala), rs3856806 64,9 60 31,1 38,6 4 1,4

XRCC1 (Arg399→Gln), rs25487 36,2 44 48,3 42,1 15,5 13,9
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Table 3. Distribution of genotypes of studied SNPs in children with essential hypertention and healthy people. Odds 
ratios with 95% confidence intervals.

Polymorphism Genotype Odds Ratio and 95% CI

NOS3 (T-768→C)
AA 1(ref)
Aa 1.464 (0.854 - 2.521)
aa 0.472 (0.170 - 1.230)

NOS3 (Glu298→Asp)
AA 1(ref)
Aa 2.184 (1.215 - 3.927)
aa 0.457 (0.149 - 1.576)

NOS3 (4а/4b)
AA 1(ref)
Aa 1.494 (0.715 - 3.121)
aa 0.712 (0.178 - 2.790)

ACE (I/D)
AA 1(ref)
Aa 0.611 (0.311 - 1.216)
aa 0.612 (0.265 - 1.433)

AGT (M235→T)
AA 1(ref)
Aa 1.586 (0.745 - 3.151)
aa 1.490 (0.559 - 3.433)

AGT1 (A1166→C)
AA 1(ref)
Aa 1.012 (0.567 - 1.888)
aa 0.732 (0.244 - 2.180)

NPPB (T-381→C)
AA 1(ref)
Aa 0.519 (0.301 - 0.877)
aa 0.683 (0.351 - 1.431)

A2M (Ile1000→Val)
AA 1(ref)
Aa 0.699 (0.397 - 1.229)
aa 0.732 (0.344 - 1.689)

A2M (I/D)
AA 1(ref)
Aa 3.61 (1.966 - 6.585)
aa 7.801 (1.703 - 35.91)

MMP2 (C-1306→T)
AA 1(ref)
Aa 1.009 (0.565 - 1.890)
aa 1.452 (0.369 - 5.709)

MMP9 (C-1562→T)
AA 1(ref)
Aa 1.793 (1.019 - 3.157)
aa 0.346 (0.041 - 2.722)

LMP2 (Arg60→His)
AA 1(ref)
Aa 0.461 (0.259 - 0.679)
aa 0.443 (0.138 - 1.008)

LMP7 (Lys49→Gln)
AA 1(ref)
Aa 0.343 (0.07 - 1.679)
aa NA

PSMA6 (C–8→G)
AA 1(ref)
Aa 1.440 (0.874 - 2.373)
aa 0.199 (0.210 - 1.751)

HIF1A (С1744→Т)
AA 1(ref)
Aa 1.540 (0.715 - 3.340)
aa NA

PPARG (Pro12→Ala)
AA 1(ref)
Aa 0.749 (0.430 - 1.307)
aa 2.401 (0.401 - 12.989)

XRCC1 (Arg399→Gln)
AA 1(ref)
Aa 1.411 (0.719 - 2.757)
aa 1.408 (0.601 - 4.015)
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is associated with the 7,6-fold increased 
risk of EH (OR = 7,579; 95% CI – 2,390 – 
24,033) while genotype Glu/Asp (NOS3 7 
exon (Glu298→Asp)) is associated with 5.5-
fold decreased risk of EH (OR = 0,182; 95% 
CI – 0,052 – 0,643). So we decided to build 
another model with only these 2 predictors and 
compare the results. The prediction accuracy 

of logistic regression with 2 predictors was 
77,1% and coefficients of logistic regression 
along with odds ratios, confidence intervals are 
shown in table 5. By removing 2 insignificant 
SNPs the prediction accuracy of the model 
decreased only by 2% so we consider this loss 
as insignificant and conclude that the most 
important predictors are (MMP9 (C-1562→T) 

Fig. 1. Variable importance graph of 14 SNPs indicates that 4 SNPs (MMP9 (C-1562→T), NOS3 promoter (Т-786→С), NOS3 7 
exon (Glu298→Asp), AGTR1 (A1166→C)) achieved maximum importance score by crossing the vertical dashed line

Table 4. Results of logistic regression  with 4 SNPs in the mode

SNP Geno-type
Coefficient of 

regression 
Wald sta-

tistics
P 

-value
OR

95% CI 
for OR
lower

95% CI 
for OR
upper

MMP9 
(C-1562→T)

C/T 2,010 11,536 ,001 7,47 2,34 23,82

T/T 21,668 6,06 x 10-7 ,999 2,57 x 109

NOS3 promoter 
(Т-786→С) 

T/C -,3454 ,316 ,574 ,708 ,21 2,36

C/C 1,795 3,324 ,068 6,02 ,87 41,42

NOS3 7 exon 
(Glu298→Asp)

Glu/Asp -1,595 6,092 ,014 ,203 ,057 ,72

Asp/Asp -2,01 1,633 ,201 ,134 ,006 2,92

AGTR1 
(A1166→C)

A/C ,925 2,339 ,126 2,52 ,77 8,25

C/C ,506 ,179 ,673 1,66 ,16 17,35

Constant ,125 ,037 ,848 1,133
OR – odds ratio, CI – confidential interval
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and NOS3 7 exon (Glu298→Asp) as suggested 
by logistic regression. 

Multifactorial dimensionality reduction ap-
proach. To detect the interaction effects of the 
studied SNPs we used a non-parametric MDR 

approach. MDR software has selected the 2 SNPs 
(MMP9 (C-1562→T) and NOS3 7 exon (Glu298→Asp) 
for the best model with the highest predictive poten-
tial (with testing accuracy of 74.6%, cross-validation 
consistency 9 of 10 and P < 0,05). MDR software 

Table 5. Results of logistic regression with 2 SNPs in the model.

SNP Geno-
type

Coefficient 
of regres-

sion 

Wald 
statistics

P 
-value OR

95% CI 
for OR
lower

95% CI 
for OR
upper

MMP9 
(C-1562→T)

C/T 2,109 13,282 ,000 8,24 2,65 25,63
T/T 21,648 6,5x10-7 ,999 2,5x109

NOS3 7 exon 
(Glu298→Asp)

Glu/Asp -1,760 7,747 ,005 ,17 ,05 ,59

Asp/Asp -1,450 1,480 ,224 ,24 ,02 2,42
Constant ,666 1,493 ,222 1,95

OR – odds ratio, CI – confidential interval

Fig. 2. SNPs interaction graph-model. This interaction model describe the percent of the entropy that is explained by each factor. 
Each SNP is shown in a box with the percent of entropy below the label. A2 – A2M (Ile1000→Val), BNP – NPPB (T-381→C), MMP9 
– MMP9 (C-1562→T), NOS298 – NOS3 (Glu298→Asp), NOS786 – NOS3 (T-786→C), ACE – ACE (I/D). Interactions between 
SNPs are depicted as lines in different intencity of gray color. Synergy is depicted as a dark gray line between SNPs accompanied 
by a positive percent of entropy while redundancy is indicated as a light gray line accompanied by a negative percent of entropy

indicated that MMP9 (C-1562→T) and NOS3 7 exon 
(Glu298→Asp) have very weak interaction effect and 

represent 2 main effects as suggested by logistic 
regression (figure 2).

Genetic predisposition to essential hypertension in children
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Discussion

The main goal of the present study was to create 
the predictive model for evaluation of predispo-
sition to essential arterial hypertension (EH) in 
children. We have analyzed 14 SNPs in patho-
physiologically meaning genes and created the 
model of two predictors: NOS3 (Glu298→Asp) 
and MMP9 (C-1562→T).

Interpretation of the role of SNPs in patho-
genesis of EH seems to be easy when it concerns 
genes, directly involved in regulation of blood 
pressure. For example, we speculate that car-
riers of rare genotypes by SNPs in gene NOS3 
are more predisposed to EH. Because they are 
characterized by lower level and/or catalytic 
activity of eNOS, and correspondingly NO, that 
leads to impaired vasodilatation [23, 32, 41, 49]. 
But in our study we have shown that rare allele 
of NOS3 (Glu298→Asp) is protective against 
EH – carriers of Glu/Asp genotype has 6.3-fold 
lower risk of EH comparing with carriers of Glu/
Glu genotype. Furthermore, the functional role 
of this SNP is not clear that additionally tangles 
the interpretation of obtained results. 

The most powerful influence on risk of EH 
in children we have found for MMP9 (C-1562→T) 
– C/T genotype carriers are 8.6-fold predisposed 
to EH than C/C carriers. We did not include 
C/C genotype by MMP9 (C-1562→T) into our 
model because of its absence in group of con-
trols, however, its appearance in hypertensives 
is approximately 4,0 %. It let us to consider the 
persons with this genotype at higher risk of EH. 

Functional studies of MMP9 (C-1562→T) 
have estimated that each T-allele is associated 
with enhanced gene transcription, and as a result 
increased level and activity of MMP9. Informa-
tion concerning the role of SNPs in genes of 
matrix metalloproteinases, including MMP9, was 
obtained in studies on atherosclerosis and coro-
nary heart disease [1, 54]. Relationship between 
atherosclerosis and hypertension in adults is not 
a surprise but in our case we can see significant 
differences of alleles distribution in hypertensive 
vs. controls among children, while they do not 

have prominent atherosclerotic lesions but only 
endothelial dysfunction can be observed.

Different studies have shown both increased 
[47] and decreased [56] level of active MMP9 in 
hypertensives’ plasma compared to controls. How-
ever, the role of this SNP has been shown to be a 
risk factor of atherosclerosis and coronary heart 
disease [1, 54], but the data for EH are absent. 
Recent data show the meaning of MMPs in athero-
sclerosis as well as in high blood pressure-related 
vascular remodelling [35, 53]. Furthermore, O. 
Dumont et al. have shown that NO is necessary 
for MMP9-mediated vascular remodelling that 
can shad the light on enigma of protective effect 
of NOS3 (Glu298→Asp) SNP against EH. Hence, 
it is not possible to make the final conclusion 
about the mechanism of MMP9 SNP realization 
in pathogenesis of EH in children.

The role of SNP in NPPB is even harder 
to explain because the rare allele is character-
ized by higher level of BNP in blood, while 
comparing with major allele carriers, by 25% 
for each minor allele [24]. Taking into account 
the predominance of opinion about vasodilator 
and protective role of natriuretic peptides [33], 
our results about the predominance of minor 
allele in patients with EH seem to be illogical. 
However, for the recent time the information 
about competitive relations between systems of 
natriuretic peptides and NO-dependent pathway 
has appeared [28], furthermore, the congenital 
and permanent increase of BNP level can lead 
to desensitization of its receptors.

We have obtained absolutely new data on 
the role of SNPs in genes encoding proteasome 
subunits in predisposition to EH [14]. Pre-
existing insight rated SNPs in LMP2 only as 
markers of autoimmune pathology but our data 
directly denote the association of minor allele 
with risk of EH. The most prominent differences 
concern the rate of heterozygous carriers among 
EH vs. controls. This fact seems to be more 
interesting if to take into account our previous 
investigations concerning functional meaning of 
LMP2 (Arg60→His) [8]. Our results show that 
the highest proteasomal activity is inhered to 

S.V. Goncharov, V.L. Gurianova, D.О. Stroy, T.I. Drevytska, S.P. Kaplinskii, E.A. Nastenko, M. Litvinenko, R.V. Terletskiy, M.V. Khaitovych, O.O. Moibenko, V.E. Dosenko



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2013, Т. 59, № 620

monocytes isolated from blood of heterozygous 
carriers LMP260 Arg/His, and the lowest – from 
homozygous carriers of minor allele LMP260 
His/His. The functional study of PSMA6 C–8→G 
demonstrated that the transcription activity of 
this gene is much higher in carrires of minor 
allele [36]. It is noticeable that α6-subunit is 
constitutive and essential component of protea-
some and furthermore, for immunoproteasome, 
which can both generate immunogenic peptides 
and destroy endogenic proteins [13].

Ubiquitous meaning of proteasomal prote-
olysis in nearly all intracellular pathways makes 
the analysis of its role and polymorphisms in 
genes of its subunits in regulation of vascular 
tone very intricate. One of the fundamental 
regulators of vascular tone is endothelial NOS 
which according to our data is also degraded via 
proteasomal proteolysis. So, the expected higher 
activity of proteasome in patients with EH hypo-
thetically can facilitate the degradation of eNOS 
and lead to reduction of the strongest vasodila-
tor – NO. But the situation is more complex 
because inhibitors of eNOS has much higher 
compliance to proteasomal proteolysis than 
eNOS itself [9]. Furthermore, the low doses of 
proteasome inhibitors activate NOS3 transcrip-
tion and activity of eNOS in cultured endothe-
lial cells [45]. For the recent years it has been 
shown that proteasome destroy the molecules 
of stromal interaction that are the fundamental 
factors of realization of bradykinin-dependent 
outflux of calcium from endoplasmic reticulum 
activating eNOS as calcium-dependent enzyme 
[57]. Physiological antagonist of bradikinin 
– angiotensin II influence the regulation of 
calcium ions outflux from endoplasmic reticu-
lum via stimulating the proteasome-dependent 
degradation of inositol-3-phosphate receptor [3]. 
Another mechanism of angiotensin II action on 
vascular wall is concerned with stabilization of 
hypoxia inducible factor (HIF) that is degraded 
by proteasome under the normal conditions. It 
turned out to be that angiotensin II can prevent 
the degradation of HIF by proteasome [37], 
and this transcriptional factor is considered to 

stimulate the expression of “antihypertensive” 
genes because its knockdown was shown to cause 
the experimental hypertension onset [25]. Thus, 
increased activity of proteasome due to genetic 
variability may facilitate the high blood pressure.

Analysis of the role of single-SNP-based 
analysis in EH pathogenesis by our opinion is not 
informative enough because of multigenic char-
acter of this pathology. Only complex evaluation 
of different variable genes can give the answer 
about the endogenous predisposition for disease, 
which in combination with environmental factors. 

Analysis of the role of single-SNP-based 
analysis in EH pathogenesis by our opinion is 
not informative because of polygenic character 
of this pathology. For example, the considera-
tion of Welcome Trust genome-wide association 
study of essential hypertension of only one SNP 
as predisposing to EH cannot be conclusive. 
Furthermore, this SNP (rs1937506) is located 
in locus predicted as olfactory receptor and the 
protocadherin 9 isoform 1 precursor genes [10]. 
Their role in regulation of blood pressure has not 
physiologically substantiated [22]. At the same 
time the SNPs in genes involved in pathogenesis 
of arterial hypertension are not shown as signifi-
cant in GWAS. Furthermore, only one GWAS is 
dedicated to the problem of arterial hypertension 
in adolescent and its results differ from that in 
adults [32, 16, 17, 52]. In our opinion, these data 
indicate that genetic risk factors EH in children 
differ from those in adults. This problem should 
notice attention due to specificity of early onset 
of hypertension. Only complex evaluation of 
different variable genes can give the answer 
about the endogenous predisposition for disease.

In conclusion, the integral statistical analysis 
of our results gave us the possibility to create 
the predictive model including 2 SNPs: MMP9 
(C-1562→T) and NOS3 7 exon (Glu298→Asp) 
which represent 2 main independent effects with 
the highest predictive potential (77,1% as indi-
cated by binary logistic regression and 74,6% 
testing accuracy shown by MDR) which requires 
further validation and comparison with similar 
results of other research teams, and additional 
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clinical data should be included on the next 
steps of researches aimed to create predictive 
algorithm for determination of predisposition 
to arterial hypertension in children.

С.В. Гончаров, В.Л. Гур’янова, Д.О. Строй,  
Т.І. Древицька, С.П. Каплінський,  
Е.А. Настенко, М. Литвиненко,  
Р.В. Терлецький, М.В. Хайтович,  
О.О. Мойбенко, В.Є. Досенко

Генетична схильність до первин­
ної артеріальної гіпертензії у дітей: 
аналіз 17 однонуклеотидних  
поліморфізмів 

У 145 дітей з артеріальною гіпертензією та 144 відносно 
здорових осіб за допомогою полімеразної ланцюгової 
реакції (ПЛР) з наступним аналізом рестриктованих 
фрагментів було визначено такі поліморфізми: NOS3 
(Т-786→С) та NOS3 (Glu298→Asp), AGT (Met235→Thr) та 
AGTR1 (A1166→C), NPPB (T-381→C), A2M I/D у екзоні 18 и 
A2M (Ile1000→Val), MMP9 (C-1562→T), LMP2 (Arg60→His) та 
LMP7 (Lys49→Gln), 12-му екзоні HIF1a (С1744→Т), PPARG 
(Pro12→Ala), XRCC1 (Arg399→Gln), за допомогою ПЛР 
– інсерційно-делеційні поліморфізми 4-го інтрону гена 
NOS3 та 16-го інтрону гена ACE; алель-специфічної ПЛР 
– MMP2 (C-1306→T), та ПЛР у реальному часі – PSMA6 
(C–8→G). Інтегральний статистичний аналіз отриманих 
результатів дав змогу створити предиктивну модель, 
що включає два однонуклеотидні поліморфізми: MMP9 
(C-1562→T) та NOS3 (Glu298→Asp), що являють собою 2 
головні незалежні ефекти з найбільшою предиктивною 
силою (77,1% за результатами бінарної логістичної ре-
гресії та 74,6% за результатами методу багатофакторного 
зменшення розмірності).
Ключові слова: однонуклеотидний поліморфізм, генетика, 
гіпертензія.
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Генетическая предрасположен­
ность к первичной артериальной 
гипертензии у детей: анализ 17  
однонуклеотидных полиморфизмов 

У 145 детей с артериальной гипертензией и 144 отно-
сительно здоровых детей с помощью полимеразной 

цепной реакции (ПЦР) с последующим анализом рес-
трикционных фрагментов были определены следующие 
однонуклеотидные полиморфизмы: NOS3 (Т-786→С) 
и NOS3 (Glu298→Asp), AGT (Met235→Thr) и AGTR1 
(A1166→C), NPPB (T-381→C), A2M I/D в экзоне 18 и A2M 
(Ile1000→Val), MMP9 (C-1562→T), LMP2 (Arg60→His) и 
LMP7 (Lys49→Gln), 12-м экзоне HIF1→(С1744→Т), PPARG 
(Pro12→Ala), XRCC1 (Arg399→Gln), с помощью ПЦР – ин-
серционно-делеционные полиморфизмы в 4-ом интроне 
гена NOS3 и 16-м интроне гена ACE; аллель-специфиче-
ской ПЦР – MMP2 (C-1306→T), и ПЦР у реальном времени 
– PSMA6 (C–8→G). Интегральный статистический анализ 
полученных результатов позволил создать предиктивную 
модель, включающую 2 однонуклеотидных полиморфиз-
ма: MMP9 (C-1562→T) и NOS3 (Glu298→Asp), представ-
ляющие 2 главные независимые эффекты с наибольшей 
предиктивной силой (77,1% по результатам бинарной 
логистической регрессии и 74,6% по результатам метода 
многофакторного уменьшения размерности).
Ключевые слова: однонуклеотидный полиморфизм, гене-
тика, гипертензия.
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Ю.М. Колесник, Є.В. Каджарян, А.В. Абрамов 

Вплив переривчастих гіпоксичних тренувань  
на функціональний стан кортиколіберин-  
і β-ендорфінсинтезуючих нейронів  
паравентрикулярного ядра гіпоталамуса щурів

В експерименті на щурах показано, що гіпоксичні тренування призводять до посилення імуноре-
активності до кортиколіберину і β-ендорфіну та збільшення їх вмісту у паравентрикулярному 
ядрі гіпоталамуса. При цьому показник відношення площі імунореактивного матеріалу до вмісту 
кортиколіберину і β-ендорфіну, а також коефіцієнт їх вмісту в паравентрикулярному ядрі суттєво 
не змінювалися у порівнянні з контролем. Таким чином, обраний режим гіпоксичних впливів призво-
дить до адаптації організму, що виражається у збалансованій активності стрес-реалізуючої та 
стрес-лімітуючої систем гіпоталамуса щурів.  
Ключові слова: гіпоталамус, переривчаста гіпоксія, нейропептиди.
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Вступ

Добре відомо, що послідовність патогене-
тичних ланок розвитку стресу лишається 
незмінною та визначається реактивністю 
гіпоталамо-гіпофізарно-адренокортикальної 
системи [14, 15]. Ключовим її елементом є 
гіпоталамічні нейрони, що синтезують кор-
тикотропін-рилізинг-гормон (кортиколібе-
рин) [9], значна частка яких локалізована у 
медіальному дрібноклітинному суб’ядрі па-
равентрикулярного ядра гіпоталамуса (ПВЯ) 
[18]. Саме кортиколіберин активує каскад 
нейроендокринної відповіді на дію стресово-
го фактора, в результаті чого з надниркових 
залоз виділяються основні гормони стресу 
– глюкокортикоїди [7, 9, 17]. Ступінь підви-
щення їх секреції визначає силу і специфіку 
дії стресу, а також його наслідки для організму 
[7, 10]. З іншого боку, нейросекреторні кліти-
ни ПВЯ виділяють β-ендорфін, який регулює 
інтенсивність нейроендокринної відповіді на 
стрес [12]. Одним з позитивних результатів 
останнього є розвиток адаптаційних реакцій у 

ключових органах і системах, відповідальних 
за формування резистентності до стресового 
фактора [5]. Відомо, що універсальною за сво-
єю природою впливу на організм є гіпоксична 
гіпоксія, яка при багатоденному застосуванні 
викликає стійке підвищення загальної резис-
тентності організму при диханні газовими 
сумішами із 14–16%-м вмістом О2 для людини 
і 8–11%-м О2 для лабораторного щура [19].

Метою цього дослідження було вивчити 
особливості функціонального стану нейронів 
медіального дрібноклітинного суб’ядра 
ПВЯ гіпоталамуса щурів при багатоденному 
впливі гіпоксичної гіпоксії.

МЕТОДИКА

Дослідження проведено на 30 самцях щурів 
лінії Вістар масою 230–250 г. Переривчасті 
гіпоксичні тренування здійснювали у венти-
льованій барокамері 6-годинною експозицією 
щурів на “висоті” 6000 м (рО2=9,8%) протя-
гом 15 діб [2]. Мозок інтактних (контроль-
них) та експериментальних тварин виймали 
після декапітації, фіксували у рідині Буена 
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та після стандартної обробки заливали у 
парапласт (“MkCormic”, США). На ротацій-
ному мікротомі Microm-325 (“Microm Corp.”, 
Німеччина) отримували серійні фронтальні 
зрізи гіпоталамуса завтовшки 7 мкм для гісто-
хімічного забарвлення на РНК і 14 мкм – для 
імунофлюоресцентного виявлення нейропеп-
тидів. Зрізи депарафінували та демаскували 
у РТ-модулі (“Thermo Scientific”, США) у 
цитратному буферному розчині (“Thermo Sci-
entific”, США). Для визначення вмісту нукле-
їнових кислот, переважно РНК, гістологічні 
зрізи забарвлювали галоціанін-хромовими 
галунами за Ейнарсоном [6] та заливали по-
лімерним середовищем EUKITT (“O.Kindler 
GmbH”, Німеччина). Для визначення вмісту 
нейропептидів гістологічні зрізи інкубували 
у вологій камері (+4 0С, 24 год) із полікло-
нальними антитілами до кортикотропін-ри-
лізинг-гормону (“Sigma Chemical”, США), 
β-ендорфіну (“Santa Cruz Biotechnology”, 
США) у розведенні 1:200, а потім із вторин-
ними антитілами, кон’югованими із FITC 
(“Sigma Chemical”, США) у розведенні 1:64 
у вологій камері (37 0С, 45 хв) і заключали 
в суміш гліцерин/фосфатного буфера (9:1).

Вивчення зрізів, забарвлених на РНК, про-
водили у видимому спектрі, а зрізів, забарвле-
них на нейропептиди – в ультрафіолетовому 
спектрі збудження за допомогою світлофіль-
тра 38НЕ з високою емісією (“Carl Zeiss”, Ні-
меччина) на мікроскопі AxioImager-M2 (“Carl 
Zeiss”, Німеччина). Отримане зображення за 
допомогою 16-бітної відеокамери AxioCam-
5HRm (“Carl Zeiss”, Німеччина) записували у 
вигляді комп’ютерного файла для подальшої 
обробки системою цифрового зображення 
AxioVision 4.8.2 (“Carl Zeiss”, Німеччина).

У кожній серії зрізів, забарвлених на 
РНК, у інтерактивному режимі визначали не 
менш ніж 1000 нейронів, що містять ядерце. 
Далі в автоматичному режимі обчислювали 
морфометричні параметри нейронів – площа 
та еквівалентний діаметр клітин, їх ядер, яде-
рець та цитоплазми, а також денситометричні 
характеристики – оптична густина ядер, 

ядерець і цитоплазми клітин, які зумовлені 
рівнем накопичення РНК.

У зрізах з імунним забарвленням на ней-
ропептиди досліджували не менш ніж 200 
полів зору у кожній серії. Далі в автоматич-
ному режимі визначали зони із статистично 
значимою флюоресценцією, задля яких 
обчислювали абсолютну площу імунореак-
тивного матеріалу, його відносне значення у 
стандартному полі зору площею приблизно 
40 000 мкм2, а також денситометричні харак-
теристики – концентрація та питомий вміст 
нейропептиду, які були зумовлені інтенсив-
ністю флюоресценції.

Вміст кортикостерону у сироватці крові 
визначали імуноферментним методом за 
допомогою комерційного набору (“DRG”, 
США).

Отримані результати обробляли пакетом 
статистичних програм, для оцінки вірогід-
ності відмінностей в групах застосовували 
критерій t Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Відомо, що у ПВЯ гіпоталамуса виділяють 
ділянки скупчення великих і дрібних клі-
тин, які формують так звані суб’ядра [4]. 
Дрібноклітинна частина ПВЯ складається з 5 
суб’ядер: переднього, перивентрикулярного, 
дорсального, латерального та найбільшого 
– медіального. Однак клітинний вміст остан-
нього також неоднорідний і включає пооди-
нокі великі нейрони [16]. Аналіз отриманих 
результатів свідчить про те, що це нейрони 
з площею перикаріону більш ніж 80 мкм2 

(середня площа 89,8±0,8 мкм2) і їхня частка 
в ПВЯ становить 10–12 % (табл.1). Окрім них 
у суб’ядрі визначаються дуже дрібні нейро-
ни з площею перикаріону менше як 45 мкм2 

(середня площа 38,2±0,6 мкм2). Основна ча-
стина клітинної популяції ПВЯ це – нейрони 
середньої величини із площею перикаріону 
59,38±0,24 мкм2. Подальший аналіз отрима-
них результатів буде пов’язаний саме з цією 
групою клітин.

Вплив переривчастих гіпоксичних тренувань на функціональний стан кортиколіберин- і β-ендорфінсинтезуючих нейронів
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Гіпоксичні тренування не впливали на 
клітинний вміст ПВЯ (див. табл. 1), однак 
призводили до помірної гіпертрофії нейронів 
за рахунок збільшення площі їх ядер на 2,4 % 
та цитоплазми на 5,7 %. У цитоплазмі також 
зростав вміст РНК на 25,6 % (табл. 2). Подібні 
ефекти впливу багатодобових гіпоксичних 
тренувань відзначалися у попередніх наших 
дослідженнях, причому зміни морфофункціо-
нального стану дрібноклітинних нейронів ПВЯ 
поєднувались зі збільшенням резистентності 
організму тварин до дії гострої гіпоксії [1].

Відомо, що дрібноклітинні нейрони ПВЯ 
синтезують більш ніж 30 різноманітних ней-
ропептидів, основними з яких є кортиколібе-
рин і тіроліберин, а також нейротензин, хо-
лецистокінін, вазоактивний інтестинальний 
пептид, вазопресин, ендорфіни, енкефаліни 
[3, 19]. Однак невеликий об’єм цитоплазми 
цих нейронів не дає змоги накопичувати ней-
ропептиди у великій кількості, що ускладнює 
їх імуногістохімічне виявлення, особливо у 
інтактних тварин. Тому більшість дослідни-
ків для визначення вмісту нейропептидів за-
стосовують прижиттєве введення у шлуночки 
мозку колхіцину, який руйнує мікротрубочки 
нейронів і блокує транспорт нейросекрету 
в аксони. У наших дослідженнях ми не ви-
користовували колхіцин і тому при аналізі 
імунофлюоресцентної реакції не визначались 

Таблиця 2. Морфометричні характеристики і вміст РНК у нейронах площею 45–80 мкм2 (M±m)

Серії  
досліджень

Площа 
клітин, мкм2

Ядра Ядерця Цитоплазма
площа,  
мкм2

вміст РНК, 
ум.од.

площа,  
мкм2

вміст РНК, 
ум.од.

площа,  
мкм2

вміст РНК, 
ум.од.

Контроль 59,38±0,24 38,49±0,17 10,42±0,08 2,72±0,06 4,18±0,12 20,89±0,20 5,06±0,06

Гіпоксичні 
тренування

61,51±0,22* 39,42±0,18* 10,58±0,09 2,83±0,07* 4,39±0,13 22,09±0,20* 6,36±0,05 

Примітка. Тут і в табл. 3 *Р<0,001 відносно контролю. 

нейрони з цитоплазмою, що була повністю 
заповнена імунореактивним матеріалом до 
кортиколіберину або до β-ендорфіну. Голов-
ним чином у ПВЯ імунореактивний матеріал 
розташовується дифузно у вигляді скупчень 
різного розміру. При цьому у контрольних 
тварин матеріал, імунореактивний до корти-
коліберину, займав приблизно 1,2 % площі 
зрізу ПВЯ, що на 48 % перевищувало площу, 
зайняту матеріалом, імунореактивним до 
β-ендорфину (табл. 3). Хоча концентрація 
останнього в зонах імунореактивності була 
вища, тим не менш відносний вміст корти-
коліберину в ПВЯ на 32 % перебільшував 
аналогічний показник до β-ендорфіну.

Гіпоксичні тренування призводили до 
збільшення імунореактивності до корти-
коліберину втричі і до β-ендорфіну у 3,1 раза, 
в результаті чого питомий вміст кортиколібе-
рину у ПВЯ зростав у 8,5 раза, а β-ендорфіну 
– у 7 разів (див. табл. 3). Отримані результати 
добре узгоджуються з відомими фактами 
про збільшення синтезу кортиколіберину у 
гіпоталамусі у відповідь на дію стресового 
фактора будь-якої етіології. Надходження 
кортиколіберину по аксонам дрібноклітин-
них нейронів до терміналів у серединне 
підвищення гіпоталамуса з наступним його 
транспортом по системі портальних судин 
аденогіпофіза, призводить до активації 

Таблиця 1. Відносна кількість (%) нейронів паравентрикулярного ядра різної площі (M±m)

Серії досліджень
Площа нейронів

<45 мкм2 45-80 мкм2 > 80 мкм2

Контроль 7,16±0,80 81,25±1,34 11,60±1,06

Гіпоксичні тренування 6,39±0,45 81,98±1,07 11,63±1,02

Ю.М. Колесник, Є.В. Каджарян, А.В. Абрамов
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секреції адренокортикотропного гормону 
(АКТГ) [3, 11, 13]. Крім того, у кортикотро-
фах кортиколіберин стимулює експресію 
гена проопіомеланокортину – гормону, що є 
попередником АКТГ та β-ендорфіну [7]. Під 
впливом АКТГ ендокриноцити кори наднир-
кових залоз секретують глюкокортикоїди, 
які, з одного боку, регулюють метаболічні 
процеси, пов’язані з відповіддю організму на 
стрес, а, з іншого, формують функціональний 
механізм негативного зворотного зв’язку на 
рівні аденогіпофіза та гіпоталамуса, гальму-
ючи секрецію АКТГ і кортиколіберину відпо-
відно [7, 8]. Подібна реакція була показана і 
вивчена у експерименті та за клінічних умов 
на прикладі травматичного, емоційного, ім-
мобілізаційного та інших видах стресу, що дає 
змогу віднести кортиколіберинергічну систему 
ПВЯ до стрес-реалізуючих систем мозку [11]. 
Дійсно, у наших дослідженнях гіпоксичні тре-
нування призводили до підвищення концент-
рації у крові основного глюкокортикоїду щурів 
– кортикостерону – з 218,0±32,6 до 358,9±17,4 
мг/мл, тобто на 64 % (Р<0,01).

З іншого боку, гіпоксична гіпоксія, як 
вже згадувалося, підвищувала активність 
β-ендорфінергічної системи ПВЯ, яка від-
носиться до стрес-лімітуючих систем і 
контролює активність кортиколіберинер-
гічної системи на рівні гіпоталамуса. Слід 
відмітити той факт, що гіпоксичні тренування 
не впливали на співвідношення площі імуно-
реактивного матеріалу до кортиколіберину 
та β-ендорфіну – 1,42±0,12 щодо 1,48±0,27 в 
контролі (P>0,05), та не змінювали коефіцієнт 
їх вмісту в ПВЯ – 1,58±0,13 щодо 1,32±0,24 
в контролі (P>0,05). На наш погляд, стабіль-

Таблиця 3. Характеристика імунореактивности в паравентрикулярному ядрі (M±m) 

Нейропептид

Площа імунореактивного  
матеріалу,%

Концентрація нейропепти-
ду, ум.од.

Вміст нейропептиду, тис. 
ум.од./мм2

контроль
переривчаста 

гіпоксія
контроль

переривчаста 
гіпоксія

контроль
переривчаста 

гіпоксія
Кортиколіберин 1,19±0,21 3,56±0,29* 0,38±0,01 1,1±0,06* 4,627±0,838 39,279±3,306*

β-Ендорфін 0,8±0,12 2,51±0,25 0,43±0,03 0,99±0,05 3,503±0,538 24,921±2,563

ність цих показників у відповідь на гіпоксичні 
тренування свідчить про збалансоване підви-
щення активності стрес-реалізуючої та стрес-
лімітуючої систем і відображає особливості 
нейроендокринної відповіді на гіпоксичні 
впливи, які в режимі, що був нами застосова-
ний, чинять тренувальний ефект і підвищують 
загальну резистентність організму.

Таким чином, гіпоксичні тренування 
призводять до збалансованої активації стрес-
реалізуючої та стрес-лімітуючої систем гіпо-
таламуса, викликають помірну гіпертрофію 
дрібноклітинних нейронів ПВЯ гіпоталамуса 
та накопичення РНК у цитоплазмі, пропор-
ційно підвищують площу матеріалу, імуноре-
активного до кортиколіберину та β-ендорфіну 
у ПВЯ та збільшують вміст нейропептидів.

Ю.М. Колесник, Е.В. Каджарян, А.В. Абрамов 

Влияние прерывистых гипоксиче­
ских тренировок на функциональ­
ное состояние кортиколиберин- и 
β-эндорфинсинтезирующих ней­
ронов паравентрикулярного ядра 
гипоталамуса крыс

В эксперименте на крысах показано, что гипоксические 
тренировки приводят к усилению иммунореактивности 
к кортиколиберину и β-эндорфину и повышению их 
содержания. При этом показатель отношения площади 
иммунореактивного материалу к кортиколиберину и 
β-эндорфину, а также коэффициент их содержания в 
паравентрикулярном ядре гипоталамуса существенно не 
менялся по сравнению с контролем. Таким образом, вы-
бранный режим гипоксических воздействий приводит к 
адаптации организма, что выражается в сбалансированной 
активности стресс-реализующей и стресс-лимитирующей 
систем гипоталамуса крыс.  
Ключевые слова: гипоталамус, прерывистая гипоксия, 
нейропептиды.
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THE INFLUENCE OF THE INTERMITTENT 
HYPOXIA TRAININGS ON THE FUNCTIONAL 
STATUS OF CORTICOLIBERIN- AND BETA-
ENDORPHIN-SYNTHESIZING NEURONS 
OF THE PARAVENTRICULAR NUCLEUS 
HYPOTHALAMUS IN RATS

The experiments show that hypoxia training leads to an in-
crease of the immunoreactivity to corticotropin and beta-endor-
phin and to an increase of the content of these neuropeptides. In 
this case, the ratio of the area of the immunoreactive material 
to the corticotropin / beta-endorphin, and the coefficient of 
their content in the PVN did not change significantly compared 
with the control. Thus, the selected hypoxia mode leads to 
adaptation, which is reflected in the balanced activity of stress-
realizing and stress-limiting systems of rats’ hypothalamus.
Key words: hypothalamus, intermittent hypoxia, neuropeptides
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Морфофункціональні зміни ендотелію судин  
проміжного мозку щурів при експериментальній 
ішемії–реперфузії на тлі цукрового діабету

Вивчено вплив двобічної каротидної ішемії–реперфузії на показники морфофункціонального стану 
ендотелію судин лімбіко-гіпоталамічного комплексу мозку. Встановлено, що в контрольних щурів 
зниження щільності розташування ендотеліоцитів у ранньому ішемічно-реперфузійному періоді 
носить відносний характер, зумовлений набряком клітин, водночас на 12-ту добу зростала абсолют-
на щільність клітин. В обидва терміни спостереження в ендотеліоцитах капілярів усіх структур 
збільшений вміст загальної РНК. У тварин із цукровим діабетом рання реакція морфофункціональ-
ного стану ендотеліоцитів на ішемію–реперфузію відсутня, за винятком судин вентромедіального 
ядра гіпоталамуса, а пізня –обмежена зростанням у клітинах вмісту РНК. 
Ключові слова: цукровий діабет, ішемія–реперфузія головного мозку, ендотеліоцити, РНК, мор-
фологія.
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ВСТУП

Цукровий діабет (ЦД) є одним з основних 
факторів ризику виникненя інсульту і асо-
ціюється з гіршим прогнозом щодо віднов-
лення та виживання порівняно з пацієнтами 
без такого фонового захворювання [9, 13, 14, 
24]. Серед причин, що зумовлюють схиль-
ність до інсультів, є пов’язані з діабетом 
судинні ускладнення [16, 23]. У свою чергу 
найбільш раннім індикатором судинних 
захворювань, у тому числі й діабетичного 
походження є ендотеліальна дисфункція [7, 
17, 20]. Патогенез останньої у хворих на 
ЦД активно вивчається упродовж останнь-
ого десятиліття і нині налічуються десятки 
чинників, задіяних у її виникненні, однак 
тригерним механізмом вважається посилення 
окисного стресу [10, 11, 19]. Цей механізм 
є провідним і в ініціації змін у мозку під 
час його ішемічних ушкоджень [2, 5, 6, 8]. 
Однак характеристики морфофункціональ-
ного стану ендотелію при ускладненні ЦД 
ішемічно–реперфузійним пошкодженням 
головного мозку в літературі вкрай обмежені. 

Нами встановлено, що реакція показників, які 
характеризують стан про- – антиоксидантної 
та нітрозоергічної систем мозку на експери-
ментальне порушення кровообігу в сонних 
артеріях у щурів із ЦД суттєво відрізняється 
від такої у щурів контрольної групи [1]. Це 
дає змогу очікувати на відповідні модифікації 
функціонального стану ендотелію. 

Мета нашої роботи – дослідити реакцію 
показників морфофункціонального стану 
ендотелію судин проміжного мозку щурів із 
ЦД у різні періоди ішемічно–реперфузійного 
пошкодження. 

МЕТОДИКА

ЦД моделювали одноразовим внутрішньо-
очеревинним введенням стрептозотоцину 
(«Sigma», США) в дозі 60 мг/кг двомісяч-
ним самцям білих лабораторних щурів [2]. 
Тривалість діабету – 3 міс. Вміст глюкози в 
плазмі крові визначали глюкозооксидазним 
методом. В експеримент включали тварин 
із рівнем глікемії вище ніж 10 ммоль/л. По 
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досягненні 5 міс щурам контрольної та до-
слідної груп здійснювали 20-хвилинне при-
пинення кровотоку по обох загальних сонних 
артеріях їх кліпсуванням [4]. Частину тварин 
виводили з експерименту декапітацією через 
годину після завершення ішемічного періоду, 
частину – на 12-ту добу. Оперативні втручан-
ня та забій тварин здійснювали під каліпсо-
ловим наркозом (75 мг/кг) із дотриманням 
основних положень біоетики, задекларованих 
Директивами ЄЕС № 609 від 24.11.1986 р. і 
наказом МОЗ України № 690 від 23.09.2009 р. 

Мозок виймали на холоді, користуючись 
атласом стереотаксичних координат [15] 
забирали зразки, що містили вентромедіаль-
не ядро гіпоталамуса (ВМГ), преоптичну 
ділянку (ПОД), комплекс ядер перегородки 
мозку (ПМ) та мигдалеподібних ядер (МК) 
і поміщали їх у фіксатор Буена на 24 год. 
Після стандартної гістологічної проводки 
заливали в парафінові блоки, з яких готували 
серійні зрізи товщиною 5–6 мкм. Для вияв-
лення РНК зрізи депарафінували, регідру-
вали в низхідних концентраціях етанолу і 
фарбували галоціанін-хромовими галунами 
за Ейнарсоном [3]. Ендотеліоцити іден-
тифікували за допомогою флуоресцентного 
мікроскопа Axioskop. Зображення вводили 
в комп’ютерну систему цифрового аналізу 
VIDAS-386 («Kontron Elektronik», Німеччи-
на). У площі зрізу судин забраних структур 
мозку визначали щільність розташування ен-
дотеліоцитів (на 1 мм2), концентрацію в них 
РНК (в одиницях оптичної щільності, ООЩ) 
і площу клітин (у мікрометрах квадратних).

Для електронно-мікроскопічних дослід-
жень зразки мозку фіксували у 2,5%-му роз-
чині глутаральдегіду (рН 7,3–7,4), через 60 
хв переносили в буферний розчин на 20–30 
хв і протягом 1 год фіксували 1%-м розчином 
чотириокису осмію на буфері Міллонга. Пі-
сля дегідратації в спиртах і ацетоні матеріал 
заливали в суміш епоксидних смол і аралди-
ту. За допомогою ультрамікротома УМПТ-7 
виготовляли ультратонкі зрізи, забарвлювали 
їх 1%-м водним розчином уранілацетату, 

контрастували цитратом свинцю за методом 
Рейнольдса [21] та аналізували за допомогою 
електронного мікроскопа ПЕМ-125К. 

Статистичну значимість відмінностей 
оцінювали за критерієм t Стьюдента для не-
залежних виборок. Результати представлені 
у вигляді середніх арифметичних і стандарт-
ного відхилення. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Результати вивчення щільності розташуван-
ня ендотеліоцитів, їх площі та вмісту в них 
РНК представлено в таблиці. Слід відмітити, 
що 20-хвилинна каротидна ішемія з одного-
динною реперфузією спричиняє зниження 
щільності розташування клітин у судинах 
усіх досліджених структур. Характерно, що 
це відбулося на тлі зростання площі клітин. 
Імовірно, зниження щільності розташування 
ендотеліоцитів у цей термін спостереження 
є наслідком їх набряку, що надалі дістало 
підтвердження при аналізі електронограм, 
на характеристиці яких ми зупинимося дещо 
пізніше. 

Наприкінці одногодинної реперфузії вміст 
РНК зріс в ендотеліоцитах усіх досліджених 
структур, за винятком ВМГ.

Згідно з даними літератури, за умов ак-
тивації вільнорадикальних процесів чи зни-
ження потужності антиоксидантного захисту 
однією з найбільш ранніх реакцій клітин є 
модифікація функціональних властивостей 
нуклеїнових кислот [18, 22]. Збільшення 
загального вмісту РНК у нейронах, на думку 
Hori і співавт. [12] відображає зростання ек-
спресії генів, що беруть участь у реагуванні 
на ішемію–реперфузію. 

На 12-ту добу спостереження в судинах 
усіх досліджених структур щільність роз-
ташування ендотеліоцитів зросла при нез-
мінній, порівняно з контролем, площі. Це 
узгоджується з даними літератури стосовно 
підвищення експресії факторів росту судин-
ної стінки і проліферації клітин у відповідь 
на ішемію–реперфузію [16, 17]. Виняток 
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становили судини ПОД, в яких щільність 
розташування ендотеліоцитів в цей термін 
спостереження залишалася зниженою. 

Зміни щільності розташування, площі ендотеліоцитів та вмісту в них РНК у судинах лімбіко-гіпоталамічних 
структур мозку щурів зі стрептозотоциніндукованим діабетом, ускладненим двобічною каротидною ішемією–

реперфузією (М±m) 

Група спостереження
Щільність клітин, у 

1 мм2
Площа клітини, 

мкм2
Концентрація 

РНК, ООЩ

Вентромедіальне ядро гіпоталамуса
Контроль 226,2±4,5 5,42±0,01 0,96±0,005
Каротидна ішемія–реперфузія 
20 хв/ 1 год

181,3±6,1* 5,90±0,10* 0,95±0,005

Каротидна ішемія–реперфузія 12 діб 260,3±10,6* 5,52±0,11 1,19±0,01*
Діабет 173,6±7,3* 5,80±0,12* 1,01±0,004*
Діабет і каротидна ішемія–реперфузія  
20 хв/ 1 год

151,3±8,1** 5,70±0,14 0,91±0,006**

Діабет та ішемія–реперфузія 12 діб 189,3±8,8 5,71±0,13 1,10±0,01**
Преоптична ділянка

Контроль 181,6±5,0 5,63±0,11 0,91±0,006
Каротидна ішемія–реперфузія 
20 хв/ 1 год

143,2±7,8* 6,23±0,16* 1,03±0,01*

Каротидна шемія–реперфузія 12 діб 149,3±7,4* 5,91±0,15 1,02±0,008*
Діабет 139,1±6,5* 6,19±0,16* 0,99±0,009*
Діабет і каротидна ішемія–реперфузія  
20 хв/ 1 год 

136,3±6,0 5,89±0,19 0,96±0,01

Діабет та ішемія–реперфузія 12 діб 150,3±7,8 6,08±0,17 1,04±0,009**
Перегородка мозку

Контроль 212,6±7,1 5,62±0,13 0,90±0,004
Каротидна ішемія–реперфузія 
20 хв/ 1 год

163,1±5,3* 6,23±0,11* 1,12±0,008*

Каротидна ішемія–реперфузія 12 діб 249,2±8,4* 5,71±0,16 1,08±0,006*
Діабет 161,3±5,8* 5,98±0,11* 0,98±0,009*
Діабет і каротидна ішемія–реперфузія  
20 хв/ 1 год

148,6±7,2 5,91±0,16 1,00±0,01

Діабет та ішемія–реперфузія 12 діб 171,9±8,1 6,03±0,12 1,14±0,01**
Мигдалеподібний комплекс

Контроль 200,3±5,7 5,32±0,12 0,90±0,005
Каротидна ішемія–реперфузія 
20 хв/ 1 год

172,4±6,1* 5,89±0,11* 1,03±0,006*

Каротидна ішемія–реперфузія 12 діб 247,4±9,9* 5,49±0,15 1,06±0,005*
Діабет 169,5±9,0* 5,78±0,13* 0,94±0,005*
Діабет і каротидна ішемія–реперфузія  
20 хв/ 1 год

159,1±8,2 6,01±0,14 0,93±0,007

Діабет та ішемія–реперфузія 12 діб 162,5±7,9 5,86±0,12 1,03±0,006**
* – вірогідність порівняно з контролем; ** – порівняно зі значеннями у тварин із цукровим діабетом.  

У щурів без ЦД на 12-ту добу вміст РНК 
в ендотеліоцитах судин усіх досліджених 
структур був підвищеним, що свідчить про 

Морфофункціональні зміни ендотелію судин проміжного мозку щурів при експериментальній ішемії–реперфузії
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незавершеність їх реакції на ішемію–репер-
фузію мозку.

ЦД тривалістю 3 міс знижував щільність 
розташування ендотеліоцитів у судинах усіх 
досліджених структур на тлі зростання їх 
площі. Набряк ендотеліоцитів, зафіксований 
на електронограмах, пояснює природу таких 
змін. У щурів цієї дослідної групи вміст РНК 
був підвищеним в ендотеліоцитах судин усіх 
структур, а 20-хвилинна ішемія з одногодин-
ною реперфузією не вплинула на жодний із 
досліджених показників у всіх структурах, 
за винятком ВМГ, де виявлено зниження 
щільності розташування клітин та вмісту 
РНК. Слід гадати, що виснаження функціо-
нальних можливостей ендотелію основною 
патологією унеможливлює його реакцію на 
ішемію–реперфузію або ж зумовлює зміну 
реагування цих показників. 

Слід відмітити відмінності реакції ендо-
теліоцитів ВМГ на ішемію з одногодинною 
реперфузією як у контрольних, так і дослід-
них щурів (з ЦД) порівняно з рештою дослід-
жених структур. Ці особливості, ймовірно, 
можна пов’язати з надзвичайно розвиненою 
капілярною сіткою цього відділу гіпоталамуса 
та участю капілярів у процесах нейросекреції 
[1], що зумовлено наявністю в даній ділянці 
значної кількості нейросекреторних клітин. 

Характерно, що на 12-ту добу в ендотелії 
судин усіх структур збільшується вміст РНК 
при незмінних інших характеристиках клітин.

На рис. 1 представлена електроногра-
ма кровоносних капілярів ПОД інтактних 
щурів. Оскільки ультраструктурні зміни в 
досліджених відділах мозку у відповідних 
серіях досліджень суттєво не відрізнялися, 
ми наводимо їх характеристику на прикладі 
такої структури.

Субмікроскопічні дослідження крово-
носних капілярів після 20-хвилинної ішемії/
одногодинної реперфузії (рис. 2) показали, 
що вони мають вузькі просвіти внаслідок 
значного набряку цитоплазми ендотеліоцитів. 
Вона електронно-прозора, зі зменшеною 
кількістю деструктивно змінених органел. 
Канальці гранулярної ендоплазматичної сіт-
ки вакуолеподібні, короткі, рибосом мало, 
невеликі мітохондрії мають гомогенізований 
матрикс, в якому кристи не контуруються. Ба-
зальна мембрана неширока, світла, на окремих 
ділянках нечітка. Ядра неправильної форми, з 
переважанням гетерохроматину в каріоплазмі, 
інвагінаціями каріолеми, електронно-прозо-
рими ділянками каріоплазми. Ядерна частина 
цитоплазми містить мало органел. 

Для гемокапілярів тварин із ЦД характер-
ні неширокі просвіти, набряк цитоплазми ен-

Рис. 1. Ультраструктура гемокапіляра преоптичної ділянки 
мозку інтактного щура. Просвіт капіляра (1), ендотелій 
(2), базальна мембрана (3), периваскулярний простір (4). 
Зб. 10 000× 

Рис. 2. Субмікроскопічний стан гемокапіляра преоптичної 
ділянки після ішемії–реперфузії. Неширокий просвіт (1), на-
бряк цитоплазматичних ділянок ендотеліоцита (2), базальна 
мембрана (3), периваскулярний простір (4). Зб. 15.000×

Т.М. Бойчук, Т.П. Савчук
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дотеліоцитів із наявністю в ній пошкоджених 
органел і зменшеною кількістю піноцитозних 
пухирців. Базальна мембрана нерівномір-
на, місцями потовщена, до неї прилягають 
широкі, світлі астроцитарні ніжки (рис. 3), 
які створюють збільшені периваскулярні 
простори. 

При ускладненні ЦД каротидною іше-
мією–реперфузією більшість кровоносних 
капілярів мають вузькі просвіти й значні 
периваскулярні простори (рис. 4). Ядра 
ендотеліоцитів неправильної форми, їх 
каріолема має численні інвагінації. У ци-
топлазмі ендотеліальних клітин кількість 
піноцитозних пухирців та органел змен-
шена, більшість з останніх деструктивно 
змінені. Базальні мембрани мікросудин 
мають потовщені ділянки, місцями – нечіт-
кі контури.

Отже, проведені дослідження свідчать, 
що в контрольних щурів каротидна іше-
мія–реперфузія спричиняє як ранні, так і 
відстрочені зміни морфофункціонального 
стану ендотелію судин проміжного мозку. 
Зниження щільності розташування ендо-
теліоцитів у ранньому ішемічно–репер-
фузійному періоді носить відносний харак-

тер, зумовлений набряком клітин, у той час 
як на 12-ту добу спостерігається зростання 
абсолютної щільності, ймовірно, пов’язаної 
з активацією проліферативних процесів. 
Вміст РНК в ендотеліоцитах збільшується 
в усі терміни спостереження. У тварин із 
ЦД рання реакція морфофункціонального 
стану ендотеліоцитів на ішемію–репер-
фузію відсутня, за винятком судин ВМГ, а 
пізня обмежується лише зростанням вмісту 
в клітинах РНК. 

ВИСНОВКИ

1. У контрольних щурів не виявлено як ранні 
(після 20-хвилинної ішемії – одногодинної 
реперфузії), так і відстрочені (12-та доба 
після 20-хвилинної ішемії) зміни функціо-
нального та морфологічного стану ендотелію 
судин проміжного мозку.

2. У щурів із тримісячним ЦД рання ре-
акція морфофункціонального стану ендотелі-
оцитів судин проміжного мозку, притаманна 
контрольним тваринам, відсутня, а на 12-ту 
добу спостереження – суттєво обмежена, що 
може пояснюватися виснаженням функціо-
нальних резервів клатін основним захворю-
ванням.

Рис. 4. Ультраструктурна характеристика гемокапіляра 
преоптичної ділянки при цукровому діабеті та ішемії–ре-
перфузії. Вузький просвіт (1), неправильної форми ядро 
ендотеліоцита (2), периваскулярні простори (3). Зб. 12000×

Рис. 3. Субмікроскопічні зміни кровоносного капіляра 
преоптичної ділянки при експериментальному цукровому 
діабеті. Просвіт капіляра (1), цитоплазма ендотеліоцита 
(2), розширений периваскулярний простір (3), базальна 
мембрана (4). Зб. 15000×

Морфофункціональні зміни ендотелію судин проміжного мозку щурів при експериментальній ішемії–реперфузії
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Т.Н. Бойчук, Т.П. Савчук

МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
ЭНДОТЕЛИЯ СОСУДОВ ПРОМЕЖУТОЧНО­
ГО МОЗГА КРЫС ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬ­
НОМ НАРУШЕНИИ КРОВООБРАЩЕНИЯ В 
БАССЕЙНЕ СОННЫХ АРТЕРИЙ НА ФОНЕ 
САХАРНОГО ДИАБЕТА

Изучено влияние двусторонней каротидной ишемии–
реперфузии на показатели морфофункционального 
состояния эндотелия сосудов лимбико-гипоталамичес-
кого комплекса мозга. Показано, что у контрольных крыс 
снижение плотности расположения эндотелиоцитов в 
раннем ишемически-реперфузионном периоде носит 
относительный характер, обусловленный отеком клеток, 
в то время как на 12-е сутки возрастает абсолютная плот-
ность расположения клеток. В оба срока наблюдения в 
эндотелиоцитах капилляров всех структур увеличено 
содержание общей РНК. У животных с сахарным диабе-
том ранняя реакция морфофункционального состояния 
эндотелиоцитов на ишемию–реперфузию отсутствует, за 
исключением сосудов вентромедиального ядра гипота-
ламуса, а поздняя ограничивается только возрастанием 
содержания в клетках РНК.
Ключевые слова: сахарный диабет, ишемия–реперфузия 
головного мозга, эндотелиоциты, РНК, морфология.

T.M. Boichuk, T.P. Savchuk

FUNCTIONAL AND MORPHOLOGICAL 
CHANGES OF THE VASCULAR 
ENDOTHELIUM OF DIENCEPHALON OF 
RATS IN AN EXPERIMENTAL CIRCULATORE 
DISODERS IN THE BASIN OF THE CAROTID 
ARTERIES AGAINST A BACKGROUND OF 
DIABETES MELLITUS 

Abstract. We have studied the influence of bilateral carotid 
ischemia-reperfusion on the indices of the functional and 
morphological condition of the vascular endothelium of the 
brain hypothalamolimbic complex. It has been established that
a decrease of the density of endothelial location in an early 
ischemic-reperfusion period in the control rats has a relative 
characterstipulated by edema of cells whereas on the 12-th day 
of observation an increase of the absolute density of cells takes 
place. During both periods of observation there is an increased 
content of the tjtal RNA in the capillary endotheliocytes of 
all the structures. An early reaction of the morpho-functional 
states of endotheliocytes to ischemic-reperfusion is absent 
in animal with diabetes mellitus, exept the vessels of the 
ventromedial hypothalamus while a late one is restricted by a 
growth content in RNA cells. 
Key words: diabetes mellitus, ischemia-reperfusion of the 
brain, endotheliocytes, RNA, morphology..
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УДК 612.453-018:579:233

І.П.Пастер, Н.І.Левчук, М.Д.Тронько

Характеристика мікроінкапсульованої тканини 
кори надниркової залози людини  
при тривалому культивуванні

Мікроінкапсульована тканина кори надниркової залози людини зберігає здатність секретувати 
11-гідроксикортикостероїди протягом 51 доби культивування, а також адекватно реагувати 
на стимуляцію адренокортикотропним гормоном та пригнічення хлодитаном, що свідчить про 
перспективність її застосування для компенсації гіпофункціонального стану адренокортикальної 
системи в експериментах на тваринах.
Ключові слова: кора надниркової залози, мікроінкапсуляція, культивування, 11-оксикортикостероїди, 
адренокортикотропний гормон, хлодитан.
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Вступ

Одним з альтернативних методів терапiї стiй-
ких гiпофункціональних станів ендокринних 
залоз є трансплантацiя відповідних тканин 
або клітин. Попередити можливі негативні 
наслідки пересадки донорського матеріалу, а 
також виключити необхідність застосування 
імуносупресивної терапії можна за допомо-
гою методу мікроінкапсуляції тканини або 
клітин в капсули з напівпроникними мембра-
нами, які створюють імунологічний бар’єр 
між трансплантатом та організмом реципієн-
та при можливості необмеженої дифузії гор-
монів, поживних речовин, кисню, месенжерів 
і метаболітів [17, 18, 21]. Для виготовлення 
мікрокапсул найчастіше застосовують біо-
полімер альгінат, який отримують з морських 
водоростей або вирощують в біореакторі з 
використанням бактерій [22].

Також метод мікроінкапсуляції ткани-
ни або клітин дає змогу вирішити одну з 
основних проблем трансплантології: від-
сутність достатньої кiлькості донорського 
матеріалу [15, 20]. Багато дослiдникiв на-
магаються вирiшити це питання, вважаючи, 
що ксенотрансплантацiя (пересадка органiв i 

тканин вiд тварин людинi) є цiлком реальним 
виходом з цього становища. Крім основного 
призначення, альгінатні мікрокапсули слу-
гують також перешкодою можливій передачі 
патогенних агентів, зокрема ендогенних 
ретровірусів, при ксенотрансплантації ендо-
кринних тканин або клітин поросят [9]. Не 
виключена також перспектива трансплантації 
в мікрокапсулах тканин аденом ендокринних 
залоз, оскільки зберігається технічна можли-
вість повного їх видалення у разі злоякісного 
переродження.

Нині отримані позитивні результати екс-
периментальних досліджень і клінічних ви-
пробувань з використанням мікроінкапсульо-
ваних ендокринних тканин і клітин, в тому 
числі клітин надниркових залоз (НЗ) [13, 14]. 
Зокрема, запропоновано використання мікро-
інкапсульованих клітин НЗ для пригнічення 
неспецифічної реакції відторгнення, яка спо-
стерігається навколо полімерного імплантата 
[6]. Показано, що на відміну від імплантації 
порожніх мікрокапсул, при трансплантації 
мікрокапсул з клітинами НЗ значно зменшу-
ється популяція Т-лімфоцитів, знижується 
відсоток субпопуляцій клітин CD4+ і CD8+, 
зникає маркер активації макрофагів, а оточу-
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юча фіброзна тканина стає менш виразною і 
не настільки щільною.

Були розпочаті експериментальні дослід
ження функціональної активності мікроін-
капсульованих клітин кори НЗ (КНЗ) поро-
сят [5], однак вони не знайшли подальшого 
продовження через негативне ставлення до 
трансплантації донорського матеріалу ксе-
ногенного походження.

На жаль, до теперішнього часу не розроб
лено метод мікроінкапсуляції тканини або 
клітин КНЗ людини, який забезпечував би 
тривале їх функціонування і який можна було 
б застосовувати як захист трансплантаційно-
го матеріалу замість імуносупресивної тера-
пії при компенсації сталого гіпокортицизму.

Мета нашої роботи – дослідити гістоло-
гічну і гормональну характеристику мікро-
інкапсульованої тканини КНЗ людини при 
тривалому культивуванні.

Методика

Для проведення експериментальних дослід-
жень тканину КНЗ людини отримували в 
хірургічному відділі клініки Інституту ендо-
кринології та обміну речовин після операцій 
з приводу хвороби Іценка–Кушінга і фео
хромоцитоми. Адренокортикальну тканину 
промивали декілька разів стерильним 0,9%-м 
розчином хлориду натрію з антибіотиками (з 
розрахунку 100 од. бензилпеніциліну натріє-
вої солі та 100 мкг стрептоміцину сульфату 
на 1 мл розчину), очищали від жирової та 
сполучної тканин, після чого сікли на шма-
точки розміром до 1 мм3 та знову промивали 
декілька разів стерильним 0,9%-м розчином 
хлориду натрію з антибіотиками.

Шматочки тканини КНЗ людини перено-
сили в 1%-й розчин альгінату (“Fluka”, Нор-
вегія), який безпосередньо перед застосуван-
ням стерилізували, пропускаючи через фільтр 
з порами 0,45 мкм (“Filtron”, Німеччина), 
після чого здійснювали мікроінкапсуляцію 
тканини за стандартним методом [10]. Для 
цього через перший канал генератора мікро-

капсул пропускали 1,0%-й розчин альгінату 
з рівномірно розподіленими шматочками 
адренокортикальної тканини; через другий 
канал – повітря зі швидкістю 8–10 л/хв. З 
вихідного отвору генератора мікрокапсули з 
тканиною потрапляли в гелеутворювальний 
розчин хлориду кальцію (“Sigma”, США) з 
концентрацією 100 ммоль/л для перехресного 
зв’язування карбоксильних груп мануронової 
та гулуронової кислот альгінату, в якому їх 
інкубували протягом 10–15 хв і промивали 
кілька разів 0,9%-м розчином хлориду натрію.

Нативну та мікроінкапсульовану тканину 
КНЗ людини культивували у флакончиках з  
1 мл середовища RPMI-1640 (“Sigma”, США), 
яке містило 10 % сироватки новонародженого 
теляти (“Sigma”, США) і антибіотики, при 
постійному обертанні з частотою 10–12 год-1 
і 37оС. Частина проб містила також синак-
тен-депо (“Novartis”, Німеччина) в кінцевій 
концентрації 0,1 Од/мл і хлодитан, розчине-
ний в спирту, (синтез здійснено керівником 
лабораторії оргсинтезу та хімреактивів Інсти-
туту, доктором хімічних наук Бальоном Я.Г.) 
в кінцевих концентраціях 0,0005, 0,005, 0,05 і 
0,5 %. Середовище культивування змінювали 
через кожну добу.

На етапі мікроінкапсуляції та в динаміці 
культивування здійснювали макроскопічний 
контроль стану альгінатних мікрокапсул за 
допомогою мікроскопа “Біолам” (“ЛОМО”, 
Росія). Для гістологічного дослідження 
відбирали мікроінкапсульовану адренокор-
тикальну тканину людини, яку фіксували в 
рідині Буена протягом 18 год, двічі відми-
вали у 40о етиловому спирті, зневоднювали 
у спиртах зростаючої концентрації, двічі 
просвітлювали у ксилолі по 5 хв та заливали 
у Paraplast X-tra (“Sigma”, СШA) при 55 оС. 
Мікротомні зрізи завтовшки 5 мкм забарв-
лювали гематоксилін-еозином і проводили 
стандартні гістологічні дослідження.

У різні строки культивування відбирали 
аліквоти середовища та заморожували при 
температурі -20 оС для наступного визна-
чення вмісту 11-гідроксикортикостероїдів (11-

Характеристика мікроінкапсульованої тканини кори надниркової залози людини 
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ГОКС) людини флуориметричним методом [1] 
на спектрофлуориметрі “Hitachi MPF-4” (“Hi-
tachi”, Японія) з використанням як стандарту 
кристалічного кортизолу (“Reanal”, Угорщина).

До початку дослідження було отримано 
позитивне рішення Комісії з етики державної 
установи “Інститут ендокринології та обміну 
речовин ім. В.П. Комісаренка НАМН України”, а 
також інформована згода від кожного пацієнта.

Обробка результатів здійснена стандарт-
ними методами варiацiйної статистики із 
застосуванням критерiю t Стьюдента.

Результати та їх обговорення

Результати макроскопічного дослідження 
показали, що виготовлені за стандартним 
методом альгінатні мікрокапсули [10] мали 
правильну округлу форму, однорідну структу-
ру, а їх розмір був 1–2 мм у діаметрі. Товщина 

стінки мікрокапсул становила 0,1–0,2 мм з 
усіх сторін від адренокортикальної тканини. 
Мікрокапсули щільно прилягали до тканини 
КНЗ і заповнювали заглибини, утворені за 
рахунок нерівностей її країв (рис. 1,а).

Морфологічна організація переважної 
більшості адренокортикальних клітин в мікро-
капсулах не була порушена. Клітини оточені 
цільною плазматичною мембраною, їх ядра 
достатньо активні, цитоплазма помірної щіль-
ності, містить дрібні гранули. Лише окремі 
адренокортикоцити в мікрокапсулах у стані 
набряку та з ознаками деструктивних змін. 
Між тим частка таких клітин була незначною 
порівняно з адренокортикоцитами зі збереже-
ною морфологічною структурою. Шматочки 
адренокортикальної тканини розміщувалися в 
мікрокапсулах як по центру, так і дещо ексцен-
трично, що не впливало на морфологічні ознаки 
та цілісність ендокринної тканини КНЗ [21].

Рис. 1. Мікроінкапсульована тканина кори надниркової залози людини. Забарвлення гематоксилін-еозином. x600
а б
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Адренокортикальна тканина в мікро-
капсулах зберігала свою структурну орга-
нізацію (див. рис. 1,б). Чітко видно всі три 
зони КНЗ: клубкова, пучкова та сітчаста. 
При цьому переважна більшість адренокор-
тикоцитів у кожній зоні характеризувалася 
морфологічними ознаками життєздатності і 
не мала деструктивних змін.

Гормональні дослідження встановили на-
явність функціональної активності як натив-
ної, так і мікроінкапсульованої тканини КНЗ 
людини в динаміці культивування (рис. 2). 

Культивування нативної та мікроінкапсу-
льованої адренокортикальної тканини люди-
ни з синактен-депо (0,1 Од/мл) збільшувало 
вміст 11-ГОКС в середовищі на 83,5 і 81,3 % 
відповідно порівняно з базальними показни-
ками, прийнятими за 100 % (рис. 3).

Дослідження функціональної активності 
клітин КНЗ поросят, які були попередньо 
мікроінкапсульовані в тришарові альгінат-по-
лілізин-альгінатні мембрани за допомогою 
електростатичного генератора мікрокапсул, 
показали адекватну секрецію кортизолу у 
відповідь на стимуляцію адренокортико-
тропним гормоном, яка збігалася з даними 
специфічної стимуляції вільних адренокор-
тикоцитів [5].

Культивування адренокортикальної тка-
нини людини з хлодитаном дозозалежно 
знижувало вміст 11-ГОКС в культуральному 
середовищі: при концентрації препарату 
0,0005 % – на 11,1 %, при 0,005 % – на 39,5 %, 
при 0,05 % – на 54,3 % (Р < 0,05) і при кон-
центрації 0,5 % – на 69,8 % (Р < 0,02; рис. 4).

Культивування нативної та мікроінкапсу-
льованої адренокортикальної тканини лю-
дини з хлодитаном (0,5 %) знижувало вміст 
11-ГОКС в середовищі на 70,1 і 76,4 % відпо-

Рис. 2. Вміст 11-гідроксикортикостероїдів у середовищі культивування нативної (1) та мікроінкапсульованої (2) тканини 
кори надниркової залози людини
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Рис. 3. Вплив синактен-депо на вміст 11-гідроксикор-
тикостероїдів у середовищі культивування нативної (І) 
та мікроінкапсульованої (ІІ) тканини кори надниркової 
залози людини: 1 – контроль, 2 – синактен-депо. *P < 0,05 
порівняно з відповідним контролем
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відно порівняно з базальними показниками, 
прийнятими за 100 % (рис. 5).

Хлодитан (2-о-хлорфеніл-2-п-хлорфеніл-
1,1-дихлоретан, о,п’-ДДД) як адренолітичний 
препарат і специфічний інгібітор функції 
КНЗ затверджений Food and Drug Agency і 
European Medicine Executive Agency для вико-
ристання в клінічній практиці при хворобі та 
синдромі Іценка-Кушінга, а також гормональ-
ноактивних пухлинах КНЗ (кортикостеромах) 
в поєднанні з операцією або самостійно, якщо 
пухлина чи віддалені метастази не можуть бути 
видалені хірургічним шляхом, або якщо існує 
висока ймовірність рецидиву [2, 3, 7, 8, 16]. 

Однак ефективність його застосування дуже 
варіабельна і залежить від багатьох обставин 
(зокрема, від біологічного виду надниркової 
тканини та умов її застосування) [2, 4, 19].

Виразність ефекту хлодитану на утворен-
ня кортикостероїдів може бути пов’язаний 
із індивідуальною чутливістю, здатністю 
препарату проникати всередину шматочків 
тканини, а також площею його контакту з 
поверхнею тканинних елементів КНЗ [4, 
11, 12].

Таким чином, мікроінкапсульована 
тканина кори надниркової залози людини 
зберігає здатність секретувати кортикосте-
роїди в динаміці культивування, а також 
адекватно реагувати на специфічні чин-
ники, що свідчить про перспективність її 
застосування для компенсації гіпофунк-
ціонального стану адренокортикальної 
системи у тварин з експериментальним 
гіпокортицизмом.

Автори висловлюють щиру подяку до-
слідникам T.Bohrer, C.Hasse і M.Rothmund з 
Philipps-University (м. Марбург, Німеччина) 
за матеріально-технічне та науково-ме-
тодичне забезпечення впровадження оригі-
нальної методики в Державній установі 
“Інститут ендокринології та обміну речовин 
ім. В.П.Комісаренка НАМН України”.

И.П.Пастер, Н.И.Левчук, Н.Д.Тронько

характеристика микроинкапсули­
рованной ткани коры надпочечной 
железы человека при длительном 
культивировании

Микроинкапсулированная ткань коры надпочечной 
железы человека сохраняет способность секретировать 
11-оксикортикостероиды на протяжении 51 сут культи-
вирования, а также адекватно реагировать на стимули-
рование адренокортикотропным гормоном и угнетение 
хлодитаном, что свидетельствует о перспективности её 
применения для компенсации гипофункционального со-
стояния адренокортикотроной системы в экспериментах 
на животных.
Ключевые слова: кора надпочечной железы, микроин-
капсуляция, культивирование, 11-оксикортикостероиды, 
адренокортикотропный гормон, хлодитан.

Рис. 4. Вплив хлодитану на вміст 11-гідроксикортикосте-
роїдів в середовищі культивування нативної тканини кори 
надниркової залози людини залежно від концентрації 
препарата: 1 – контроль, 2 – хлодитан. *P < 0,02 і **P < 
0,05 порівняно з контролем
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Рис. 5. Вплив хлодитану на вміст 11-гідроксикорти-
костероїдів в середовищі культивування нативної (І) та 
мікроінкапсульованої (ІІ) тканини кори надниркової залози 
людини: 1 –. контроль, 2 – хлодитан. *P < 0,05 порівняно 
з відповідним контролем
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I.P.Pasteur, N.I.Levchuk, M.D.Tronko

characteristiZATION of 
microencapsulated human adrenal 
cortex tissue in long-term culture

Microencapsulated human adrenal cortex tissue preserves the 
ability to secrete 11-oxycorticosteroids for 51 days of cultiva-
tion, and to react adequately in responses to stimulation with 
adrenocorticotrophin and inhibition with chloditane, suggest-
ing good prospects of the use of this tissue for compensation 
of the hypofunctional state of adrenocorticotropin system in 
experimental animals.
Key words: adrenal cortex, microencapsulation, cultivation, 
11-oxycorticosteroids,  adrenocorticotrophin, chloditane.
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Участь ейкозаноїдів  
у механізмі скоротливих реакцій ворітної вени  
на дію адреналіну і норадреналіну

Вивчали вплив індометацину (7·10-8 моль/л) на тонічну активність ізольованих сегментів ворітної 
вени (ВВ) щурів, індуковану адреналіном (10-5 моль/л) і норадреналіном (5·10-6 моль/л). Індометацин 
пригнічує норадреналініндуковані тонічні скорочення ВВ з інтактним ендотелієм і не впливає на 
скорочення деендотелізованої судини, що свідчить про участь у цих реакціях ейкозаноїдів ендо-
теліального походження. Пригнічення індометацином адреналініндукованих скоротливих реакцій ВВ 
як з наявним ендотелієм, так і без нього вказує на залучення до реакцій ейкозаноїдів, синтезованих, 
можливо, гладеньком’язовими клітинами судини.
Ключові слова: адреналін, норадреналін, ворітна вена, ендотелій, ейкозаноїди.
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ВСТУП

Загальний та регіонарний периферичний 
опір, а також ємність судинної системи регу-
люються симпатичною нервовою системою, 
яка впливає на судини головним чином за 
рахунок вивільнення катехоламінів з сим-
патичних нервових закінчень і мозкової ре-
човини надниркових залоз. Норадреналін та 
адреналін є потужними вазоактивними гумо-
ральними факторами, дія яких проявляється 
через активацію α- та β-адренорецепторів. 
Але норадреналін, на відміну від адреналіну, 
мало впливає на β2-адренорецептори крово-
носних судин і тому його основним ефектом є 
виражена короткочасна гіпертензивна дія, яка 
пов’язана з активацією α-адренорецепторів 
судин і підвищенням периферичного су-
динного опору [1]. Окрім загальновизнаної 
прямої дії норадреналіну безпосередньо на 
гладеньком’язові клітини (ГМК) судин відомо 
також про його ендотелійзалежну дію [2]. 
Зменшення констрикторних відповідей на 
дію норадреналіну після попередньої перфу-
зії ізольованих препаратів базилярної артерії 
собак  індометацином, автори пов’язують з 

виділенням ендотелієм вазоконстрикторних 
факторів циклооксигеназного шляху утворен-
ня [3, 4]. У працях, присвячених дослідженню 
механізмів регуляції тонусу ворітної вени 
(ВВ) катехоламінами, відсутні відомості 
щодо ролі в них ендотелію та ейкозаноїдів.
Метою нашого дослідження було з’ясува-
ти участь ейкозаноїдів у механізмах кон-
стрикторних реакцій ВВ, зумовлених дією 
адреналіну і норадреналіну, та можливі 
відмінності у цих механізмах, пов’язаних 
з різною чутливістю адренорецепторів до 
різних катехоламінів.

МЕТОДИКА

Експерименти проведені на 40 білих лабора-
торних щурах масою 200-300 г. У тварин пі-
сля евтаназії за допомогою глибокої наркоти-
зації хлороформом здійснювали лапаратомію. 
Ретельно відпрепаровували ВВ від сполучних 
тканин і периваскулярних сплетінь, видаляли 
її фрагмент з організму і поміщали у розчин 
Тіроде такого складу: NaCl – 8 г/л; KCl – 110 
мг/л; CaCl2 – 250 мг/л; MgSO4 – 200 мг/л; 
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NaHCO3– 1,6 г/л; KH2PO4 – 120 мг/л; глюкоза 
– 2 г/л. Судинний препарат закріплювали у 
плексигласовій камері з проточним підігрітим 
розчином Тіроде (2 мл/хв; 37±1оС) сталевими 
гачками, один з яких нерухомо вмонтовано у 
стінку камери, інший з’єднано зі стрижнем 
механоелектричного перетворювача. Тут 
судинні препарати підлягали пасивному 
розтяганню з силою 5 мН і витримувалися 
протягом 20–30 хв. 

Скорочення ізольованого фрагменту ВВ 
реєстрували за допомогою тензометричної 
установки [5]. Датчиком реєстрації був ємніс-
ний механоелектричний перетворювач, скон-
струйований дослідно-конструкторським 
відділом Інституту фізіології ім. О.О.Бого-
мольця НАН України. Його сигнал подавали 
на підсилювач постійного струму, змонтова-
ного на мікросхемі 140 ЧД8. Далі аналоговий 
сигнал відцифровували з використанням 
аналого-цифрового перетворювача (АЦП) 
і виводили на жорсткий диск і паралельно 
на монітор персонального комп’ютера для 
реєстрації даних з використанням програми 
«PowerGraph ver.2.1» виробництва фірми 
«ДИСофт» (Росія). Застосовували стандарт-
ну звукову карту AWE64 фірми «Creative» 
(США) зі стереотрактом, що дає змогу одно-
часно записувати електричні сигнали з двох 
незалежних датчиків. Цей комплекс облад-
нання дає можливість реєструвати сигнали 
амплітудою від 1 мВ до 2В.

Перевірку і калібрування системи здій-
снювали прямим прецизійним механічним 
впливом на датчик важків різної ваги і фікса-
ції результату перетворення в цифровий фор-
мат на виході програми «PowerGraph ver.2.1». 
Зміни тонічного напруження гладеньких 
м’язів ізольованих сегментів ВВ вимірювали 
в абсолютних одиницях (міліньютонах).

У роботі були використані: норадреналін 
та адреналін (ВАТ «Здоров’я», Харків), ін-
дометацин («Sopharma», Болгарія), сапонін 
(«Merck», Німеччина). Речовини подавали 
в камеру по проточній системі з постійною 
швидкістю 2 мл/хв. З тією ж швидкістю від-

мивали тестові речовини розчином Тіроде. 
Фармакологічну деендотелізацію препаратів 
ВВ здійснювали перфузією сапоніну у кон-
центрації 0,5 мг/мл протягом 10 хв [6]. Повно-
ту деендотелізації перевіряли за допомогою 
цитогістохімічного контролю зрізів перепара-
тів ВВ, пофарбованих гематоксиліном Брьо-
мера та еозином, з використанням світлової 
мікроскопії (збільшення у 400 разів).

Статистичну обробку результатів експе-
риментів здійснювали за допомогою аналі-
тичного пакету Statistica 6.0, а перевірку на 
нормальність – за критерієм Шапіро–Уілка. 
Для статистичної обробки параметричних ре-
зультатів був використаний критерій Левена 
та критерій t Стьюдента для залежних вибі-
рок, для непараметричних – тест Вілкоксона 
для залежних вибірок. У роботі амплітуда 
скорочень представлена у вигляді Ме [25 %; 
75 %] (медіана [верхня квартиль; нижня квар-
тиль]) для непараметричних результатів, а 
для параметричних – М+SD (середні значен-
ня ± середнє квадратичне відхилення). Зміни 
вважали статистично значущими при P<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Для з’ясування участі ейкозаноїдів у ско-
ротливих реакціях ВВ на дію норадреналіну 
застосовували індометацин – блокатор ци-
клооксигеназного шляху перетворення арахі-
донової кислоти. У контрольних дослідах 
при перфузії норадреналіну у концентрації 
5·10-6 моль/л (n=8) спостерігали тонічні 
скорочення ВВ з амплітудою 6,25 [2,8; 8,2] 
мН. Після попередньої перфузії ВВ індоме-
тацином (7·10-8моль/л) протягом 10 хв були 
зареєстровані скоротливі реакції ВВ на дію 
норадреналіну з амплітудою 2,6 [1,13; 4,75] 
мН (n=8), тобто істотно (на 58 %) менші від 
контролю (Р<0,05; рис.1). Після відмивання 
впродовж 30–40 хв реакції вени на дію но-
радреналіну відновлювалися до вихідного 
рівня. Ці результати свідчать про активну 
участь ейкозаноїдів у зростанні тонусу ГМК 
ВВ.

Участь ейкозаноїдів у механізмі скоротливих реакцій ворітної вени
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Той факт, що індометацин пригнічує 
скоротливу активність ВВ, викликану дією 
норадреналіну, не виключає можливу участь 
ендотелію у опосередковуванні таких ре-
акцій. Тому в наступній серії дослідів ми 
вирішили з’ясувати участь ейкозаноїдів  у ен-
дотелійзалежному скороченні ВВ під дією но-
радреналіну, порівнюючи скоротливі реакції 
судин з інтактним (контроль) та видаленим 
ендотелієм. Так, середня амплітуда тонічних 
скорочень деендотелізованих препаратів ВВ 

(n=10) була меншою від контролю на 52 % 
(Р<0,01) і становила 1,3±0,8 мН (рис. 2, 3). 
Це свідчить про часткову участь ендотелію 
у опосередкуванні впливу норадреналіну на 
тонус ВВ.

Надалі наші дослідження були спрямовані 
на визначення ролі ендотелію в утворенні 
та виділенні ейкозаноїдів , як можливого 
посередника норадреналініндукованих ско-
рочень ВВ. Деендотелізовані препарати ВВ 
перфузували розчином індометацину 7·10-8 

моль/л протягом 10 хв, після чого здійснюва-
ли аплікацію норадреналіну, який викликав 
їх скорочення з амплітудою 2,5 [2,3; 3,0] мН, 
але ці зміни були невірогідними, порівняно 
з контролем. Тобто ейкозаноїди, очевидно, 
не беруть участь у норадреналініндукованих 
тонічних скороченнях деендотелізованої ВВ. 

Дослідження, проведені на ізольованих 
ГМК судин, свідчать про те, що такі клітини, 
на відміну від ендотеліальних, не задіяні у 
вивільненні ПГН2 (попередника синтезу про-
стагландинів) [7]. Разом з цим існують дані 
про здатність ендотеліальних клітин інших 
судин до синтезу простагландинів [8, 9].

Оскільки скоротливі реакції судинних 
препаратів ВВ, зумовлені дією норадреналі-
ну, пригнічувались як індометацином, так і 
їх деендотелізацією, можна зробити припу-

Рис. 1. Амплітуда тонічних скорочень ізольованих пре-
паратів ворітної вени щура під впливом норадреналіну 
(5·10-6 моль/л) до (1) та на тлі дії індометацину (7·10-8 

моль/л; 2). *Р<0,05
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Рис. 2. Скоротлива активність інтактних (а) та деендотелізованих (б) ізольованих препаратів ворітної вени під впливом 
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щення, що дія норадреналіну на гладенькі 
м’язи ВВ опосередковується її ендотелієм 
через виділення ендотеліоцитами продуктів 
циклооксигеназного шляху перетворення 
арахідонової кислоти.

У зв’язку з тим, що катехоламіни адрена-
лін і норадреналін мають різну афінність до 
α- та β-адренорецепторів ми припустили, що 
механізми залучення ейкозаноїдів до скорот-
ливих реакцій ВВ можуть відрізнятися. Тому 
у наступній серії дослідів вивчали участь ей-
козаноїдів у адреналініндукованих тонічних 
реакціях ізольованих препаратів ВВ. 

У контрольних дослідах при перфузії ВВ 
адреналіном у концентрації 10-5 моль/л, спо-
стерігали тонічні скорочення з амплітудою 
4,5±0,3 мН (n=8). Після аплікації індомета-
цину у концентрації 7·10-8 моль/л протягом 
10 хв адреналін викликав скорочення ВВ із 
силою 3,1±0,7 мН, тобто на 24 % меншою 
(Р<0,001) у порівнянні з контролем (рис. 4). 
Це свідчить про участь продуктів циклоокси-
геназного шляху перетворення арахідонової 
кислоти у реакціях ВВ на дію адреналіну.

Виникає питання, чи задіяний ендотелій 
в опосередкуванні скоротливої реакції ВВ на 
дію адреналіну. Після деендотелізації амп-
літуда тонічних скорочень ВВ, індукованих 
адреналіном (10 мкмоль/л), становила 3,8±0,3 

мН, тобто на 12,5 % була меншою (Р<0,05) від  
середньої амплітуди контрольних реакцій, 
що вказує на часткове опосередкування цих 
реакцій ендотелієм судин. 

Для визначення джерела утворення ейко-
заноїдів, які опосередковують вказані скорот-
ливі реакції вени, була застосована аплікація 
індометацину для адреналінвикликаних 
тонічних реакцій деендотелізованих препа-
ратів ВВ. Після цього активність препаратів 
становила 2,3±0,63 мН. Тобто блокада ци-
клооксигенази деендотелізованих препаратів 
ВВ зменшувала силу скорочень, індукованих 
адреналіном, на 34,3 % (Р<0,001; рис. 5). 

Отримані нами результати вказують 
на участь продуктів циклооксигеназного 
перетворення у механізмі скорочень ВВ, 
зумовлених дією адреналіну. Але такі реак-
ції, ймовірно, є лише частково ендотелійза-
лежними, адже пригнічення індометацином 
адреналініндукованих скорочень для деен-
дотелізованих судинних препаратів є навіть 
більш ефективним, ніж для ВВ з інтактним 
ендотелієм. Такі результати вказують на 
можливу участь у реакціях ВВ, викликаних 
дією адреналіну, ейкозаноїдів, що синтезу-
ються ГМК або іншими клітинами судинної 
стінки. Існують літературні відомості, що 
підтверджують можливість синтезу та виді-
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Рис. 3. Зміна амплітуди тонічних скорочень ізольованих 
препаратів ворітної вени щура під дією норадреналіну 
(5∙10-6 моль/л) до (1) та після (2) їх деендотелізації (n=10). 
* Р<0,05

Рис. 4. Амплітуда тонічних скорочень ізольованих пре-
паратів ворітної вени щура під впливом адреналіну (10-5 

моль/л) до (1) та на тлі дії індометацину (7·10-8 моль/л; 
2). ***Р<0,001
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лення ейкозаноїдів (простагландинів F2α та 
Н, тромбоксанів А2 та В2) ГМК інших судин, 
наприклад, ниркової артерії кроля, аорти сви-
ні та кроля, загальної сонної артерії щурів, 
базилярної артерії собак [10–12]. 

Виходячи з отриманих нами результатів 
та літературних даних, слід зауважити про 
тісну взаємодію катехоламінів і ейкозаноїдів 
у судинному руслі. Ймовірно, простаноїди, 
як міжклітинні посередники, виконують роль 
підсилювачів дії катехоламінів. Можливо, 
таке явище пов’язане з тим, що адреналін 
і норадреналін посилено синтезуються та 
вивільняються в кровоносне русло під час 
стресу, а ейкозаноїди при запальних про-
цесах, травмах, а отже при пов’язаних між 
собою фізіологічних і патологічних станах 
організму.

Висновки

1. Індометацин пригнічує норадреналінін-
дуковані тонічні скорочення ВВ з інтактним 
ендотелієм і не впливає на скорочення деен-
дотелізованої судини, що свідчить про участь 
у цих реакціях ейкозаноїдів ендотеліального 
походження.

2. Пригнічення індометацином адре-
налініндукованих скоротливих реакцій ВВ 

як з інтактним ендотелієм, так і без нього 
вказує на залучення до реакцій ейкозаноїдів, 
синтезованих, імовірно, ГМК судини.

П.И. Янчук, Е.А. Виноградова,  
О.М. Пасичниченко, С.С. Костенко

УЧАСТИЕ ЕЙКОЗАНОИДОВ В МЕХАНИЗМЕ 
СОКРАТИТЕЛЬНЫХ РЕАКЦИЙ ВОРОТНОЙ 
ВЕНЫ НА ДЕЙСТВИЕ АДРЕНАЛИНА  
И НОРАДРЕНАЛИНА

Изучали влияние индометацина (7·10-8 моль/л) на тоничес-
кую активность изолированных сегментов воротной вены 
(ВВ) крыс, индуцированную адреналином (10-5 моль/л) и 
норадреналином (5·10-6 моль/л). Индометацин угнетает 
норадреналининдуцированные тонические сокращения 
ВВ с эндотелием и не влияет на сокращения деэндотелизи-
рованных сосудов, что свидетельствует об участии в этих 
реакциях ейкозаноидов эндотелиального происхождения. 
Угнетение индометацином адреналининдуцированных 
сократительных реакций ВВ как с эндотелием, так и без него 
указывает на вовлечение в реакции ейкозаноидов, синтези-
рованных, возможно, гладкомышечными клетками сосуда.
Ключевые слова: адреналин, норадреналин, воротная вена, 
эндотелий, ейкозаноиды.

P.I. Yanchuk, O.O. Vingradova,  
O.M. Pasichnichenko, S.S. Kostenko

Participation of eicosanoids in the 
mechanisms of contractile reac-
tions of portal vein to adrenaline 
and noradrenaline

The influence of indometacine (7∙10-8M) on the tonic con-
tractile activity of the isolated rat portal vein (PV) under 
the action of adrenaline (1∙10-5M) and noradrenaline (5∙10-

6M) was studied. Indometacine decreased the amplitude of 
noradrenaline-induced tonic constriction of PV with intact 
endothelium and produced no effect on constriction of vessels 
with denuded endothelial layer. The results suggest that these 
reactions are mediated by endothelial prostanoids. Inhibition 
of adrenaline-induced constriction of PV preparations with 
intact and denuded endothelium suggests that the contractile 
reactions are mediated by prostanoides derived from both 
endothelial and smooth muscle cells.
Key words: adrenaline, noradrenaline, portal vein, endothe-
lium, prostanoides. 
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А.А. Басов, М.Г. Барышев, С.С. Джимак, И.М. Быков, Р.И. Сепиашвили,  
И.И. Павлюченко

Влияние воды с модифицированным изотопным  
составом на показатели свободнорадикального  
окисления in vivo

С помощью ядерного магнитного резонанса изучено влияние воды с модифицированным изотопным 
составом на содержание дейтерия в крови, проведена оценка состояния прооксидантно-антиокси-
дантной системы в крови и лиофилизированных тканях (печень, почки) под длительном ее в условиях 
моделированного окислительного стресса. Рассмотрены возможные механизмы реализации прямого 
и косвенного антиоксидантного эффекта этой воды и перспективы ее использования для нутрици-
онной коррекции нарушений окислительного метаболизма в организме при особых физиологических 
состояниях и в клинической практике.
Ключевые слова: свободнорадикальное окисление, антиоксиданты, окислительный стресс, дейтерий, 
электронный парамагнитный резонанс. 

Введение

Одним из перспективных пищевых веществ 
для коррекции антиоксидантного потенциала 
организма является вода с модифицирован-
ным изотопным составом (ВМИС), например, 
вода с пониженным содержанием дейтерия 
[1]. Известно, что человек в физиологических 
условиях потребляет до 2–3 л жидкости в сут-
ки, поэтому изменение структуры питания за 
счет ВМИС с пониженным содержанием дей-
терия может оказывать влияние на показатели 
антиоксидантной системы (АОС). Во всем 
мире в последние годы достаточно активно 
изучаются различные эффекты ВМИС с по-
ниженным содержанием дейтерия – основ-
ное ее действие на организм заключается в 
постепенном снижении содержания дейтерия 
в биологических жидкостях и тканях за счёт 
реакций изотопного обмена. В научной лите-
ратуре чаще описаны биологические эффекты 
ВМИС, тогда как молекулярные механизмы 
ее действия на организм еще полностью не 
исследованы. ВМИС с пониженным содер-

жанием дейтерия оказывает влияние на рост 
опухолевых клеток различных культур [18, 20, 
23], обладает иммуномодулирующим свойст-
вом [15, 16, 19], влияет на обмен пероксида во-
дорода в печени [7]. Все вышеперечисленные 
примеры показывают, насколько велика роль 
изотопного состава воды для молекулярных 
процессов в организме, а, следовательно, при 
введении ВМИС с пониженным содержани-
ем дейтерия в рацион питания людей при 
состояниях, сопровождающихся развитием 
оксидативного стресса (ОС), возможно повы-
шение потенциала эндогенной АОС и преду-
преждение осложнений [22]. Таким образом, 
все более широкое использование такой воды 
как у людей с различными патологическими 
состояниями, так и для оздоровления (фит-
нес), а также в профессиональном спорте, 
требует детального изучения молекулярных 
механизмов ее действия, что позволит более 
рационально использовать эффекты.

Цель нашего исследования – оценить 
влияние изотопного обмена на показатели 
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свободнорадикального окисления тканей и 
состояние антиоксидантной системы крови у 
лабораторных животных при использовании в 
пищевом рационе воды с модифицированным 
изотопным составом с пониженным содержа-
нием дейтерия в физиологических условиях 
и при воспалительных процессах.

Методика

Объектом исследования была кровь и гомо-
генаты органов (печень, почки) крыс-самцов 
массой 90–100 г. Животные были разделены 
на 3 группы: І – крысы, получавшие дистил-
лированную минерализованную воду (158 
млн-1) в течение 30 сут, n=40), II – получав-
шие дистиллированную минерализованную 
воду (158 млн-1) в течение 30 сут, имеющие 
гнойное воспаление мягких тканей, n=40), 
ІІІ – получавшие дистиллированную мине-
рализованную воду с пониженным содер-
жанием дейтерия (40 млн-1) в течение 30 
сут, имеющие гнойное воспаление мягких 
тканей, n=40). 

Воду с пониженным содержанием дейте-
рия получали на установке, разработанной 
в Кубанском государственном университете 
[12, 13]. Исходная концентрация дейтерия 
составляла 40 млн-1. Минерализацию полу-
ченной воды, производили путем добавления 
минеральных солей для получения физиоло-
гически полноценного минерального состава 
питьевой воды (минерализация 314–382 мг/л: 
гидрокарбонаты 144–180 мг, сульфаты менее 
1 мг, хлориды 60–76 мг, кальций – 6 мг, маг-
ний – 3 мг, натрий 50–58 мг, калий 50–58 мг).

При моделировании гнойной раны у крыс 
использовали двухэтапную модель окис
лительного стресса. Первый этап – острую фазу 
окислительного стресса моделировали путем 
создания межмышечного абсцесса в мягких 
тканях длинных мышц спины животного с 
использованием имплантированного инород
ного тела. Второй этап – хроническую 
фазу окислительного стресса моделировали 
гнойной раной, которая формировалась 

естественным образом при дренировании 
абсцесса и удалении инородного тела.

Основой модели окислительного стресса 
явилась известная модель раневого процесса, 
предложенная Л.А. Мамедовым в 1982 году 
и основанная на хирургическом лечении 
модели абсцесса. В ходе экспериментальных 
исследований проведена ее модификация [2].

Для моделирования абсцесса крысе до 
начала эксперимента срезали и выбривали 
шерсть на средней и нижней третях спи
ны. Затем под местной анестезией 0,5%-м 
раствором новокаина (объемом 0,5–1,0 мл) с 
помощью иглы шприца 10-миллилитрового 
объема повреждали мягкие ткани (область 
длинных мышц спины), которые предва-
рительно собирали в складку, и нарушали 
целостность покровов в каудальной трети 
спины с помощью иглы, которую вводили 
под углом 30–40о в краниальном направлении 
сформированной складки на глубину до 3 
см, с одновременным повреждением мягких 
тканей шириной до 2 см в предполагаемой 
зоне формирования абсцесса. В день начала 
эксперимента под хлоралозо-нембуталовым 
наркозом разрезали скомпрометированную 
накануне область длиной 3 см и в мягкие 
ткани вводили стерильный марлевый шарик 
диаметром 10 мм, пропитанный 1 мл жид-
кости с патогенным штаммом St. aureus. На 
рану накладывали первичные швы. 

Через сутки у животных появлялось на-
гноение раны и начинался первый (острый) 
период моделирования окислительного 
стресса. Швы снимали через 5 сут с момента 
инфицирования, что соответствовало перехо-
ду во вторую фазу окислительного стресса. 
В дальнейшем проводили местное лечение 
гнойной раны под мазевыми повязками до ее 
полного заживления вторичным натяжением.

Определение концентрации дейтерия в 
плазме крови были проведены с помощью 
ядерного магнитного резонанса (ЯМР) на 
импульсном ЯМР-спектрометре  JEOL JNM-
ECA 400MHz. Спектры снимали на соответ-
ствующей резонансной частоте ядер дейтерия 
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– 61,4 MГц. Ее параметры: 6,7 с (acquisition 
time), 20 с (relaxation delay), 5,6 мкс (x-pulse), 
0,15 Гц (resolution). Температура съёмки –  
25 °C, при этом точность стабилизации 0,2 °C. 
Измерения проводились с использованием 5 
миллиметровой ампулы, внутри которой был 
строго зафиксирован запаенный капилляр, со-
держащий откалиброванную в определяемой 
концентрационной шкале смесь дейтерирован-
ного и недейтерированного диметилсульфокси-
да (DMSO), дающего 2D ЯМР-сигнал в области 
3,4 млн-1 (относительно (СD3)4Si), в то время 
как 2D-ЯМР сигнал HDO находится в области 
4,7 млн-1 (относительно (СD3)4Si), (рис. 1).

Обработка полученных спектров заклю-
чалась в определении соотношения интег-
ральных интенсивностей 2D ЯМР-сигнала 
HDO, содержащейся в исследуемом образце 
относительно 2D ЯМР-сигнала DMSO-D1, 
интенсивность которого в свою очередь была 
определена при таких же условиях относи-
тельно стандартов – образцов воды с точно 
определённым содержанием дейтерия (3,7, 
51, 150 млн-1). Каждый образец измеряли 

несколько раз для уменьшения погрешностей 
эксперимента. При этом точность определе-
ния содержания дейтерия в биологических 
образцах составила ± 2 млн-1.

Измерение спектров электронного пара-
магнитного резонанса (ЭПР) проводили при 
комнатной температуре на спектрометре JES 
Fa 300 («JEOL», Япония) в X-диапазоне. Ус-
ловия измерения: СВЧ-мощность – 1 мВт, ча-
стота микроволнового излучения – 9144 МГц, 
амплитуда высокочастотной модуляции – 0,1 
мТл. Образцы тканей предварительно подвер-
гали лиофилизации (в лиофильной сушилке 
ЛС-1000), измеряли в кварцевой ампуле (5 
мм), масса навески в зоне резонатора состав-
ляла 0,0300 г. Концентрацию парамагнитных 
центров в образцах рассчитывали путем 
сравнения с сигналом стандартного образца 
(TEMPOL). Интегральную интенсивность 
сигнала ЭПР в исследуемых образцах опре-
деляли путем двойного численного интег-
рирования по методу прямоугольников [13].

Спектры ЭПР образцов печени лаборатор-
ных крыс содержат анизотропный синглет-

Рис. 1. Соотношения интегральных интенсивностей сигнала 2D ЯМР-HDO, относительно 2D-ЯМР-сигнала DMSO-D1

5,3 5,05,2 5,1 4,9

HDO

4,8 4,54,7 4,6 4,4 4,24,3 4,1 4,0 3,73,9 3,8 3,6 3,43,5 3,3 3,2 3,1 2,93,0 2,8

DMSO-D1

X: parts per Million: 2H
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ный сигнал (рис. 2), параметры спин-гамиль-
тониана (g^ = 2,0074, g‖ = 2,003), которого 
соответствуют стабильным радикалам [1, 
5, 14]. Спектры ЭПР образцов почек имеют 
аналогичный характер. 

Учитывая, что метод ЭПР позволяет об-
наруживать преимущественно стабильные 
радикалы [16], для выявления малоустойчи-
вых химически активных радикалов в плазме 
крови применяли метод люминолзависимой 
H2O2-индуцированной хемилюминесценции 
на хемилюминотестере ЛТ-01 производства 
НПО «Люмин» (Ростов-на-Дону) [3, 10, 11]. 
Полученные результаты в виде максимума 
вспышки хемилюминесценции, отражающего 
ингибирование процессов свободнорадикаль-
ного окисления (СРО), выражали условных 
единицах по отношению к вспышке в контр-
ольных пробах без биологического материала.

Дополнительно для оценки состояния эн-
догенной антиоксидантной системы опреде-
ляли антиокислительную активность (АОА) 
плазмы крови амперометрическим способом 
на анализаторе антиоксидантной активности 
“Яуза-01-ААА”, производства ОАО НПО 
“Химавтоматика” (Россия) по методу Яшина 
[17]. Способ основан на измерении электри-
ческого тока, возникающего при окислении 
биологического образца на поверхности 

рабочего электрода при определенном по-
тенциале и сравнении полученного сигнала 
с сигналом стандарта, измеренного в тех же 
условиях. Статистическую обработку резуль-
татов осуществляли методами вариационной 
статистики с использованием критерия t 
Стьюдента. Достоверным считали различие 
при Р<0,05.

Результаты и их обсуждение

Установлено, что наиболее низкое содержа-
ние дейтерия в биологических жидкостях 
и тканях зафиксировано у животных ІІІ 
группы. Оно было меньше на 37,3 и 38,9 % 
в сравнении с показателями в І и ІІ группах 
соответственно, что свидетельствует о досто-
верном (P<0,05) изменении через 30 сут после 
начала исследования содержания дейтерия в 
крови (табл. 1). При этом следует отметить, 
что содержание дейтерия в плазме крови 
прекращало снижаться после достижения 
значений в 90–100 млн-1 и дальнейшего его 
уменьшения не происходило, несмотря на бо-
лее низкие показатели содержания дейтерия в 
потребляемой животными ВМИС (40 млн-1). 
Это позволяет предположить наличие в орга-
низме механизмов, способных регулировать 
в определенном физиологическом интервале 

Рис. 2. Спектры электронного парамагнитного резонанса лиофилизированных тканей печени лабораторных крыс II 
группы (1) и III группы (2)

324,5323,5 324 326325 325,5 326,5 327 H, мТл

2

1
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изотопный состав биологических жидкостей, 
предупреждая резкие перепады количествен-
ного содержания изотопов водорода в разных 
тканях и органах.  

При сравнении интенсивности образо-
вания свободных радикалов в лиофилизи-
рованных органах было установлено, что 
в печени и почках крыс с моделированным 
окислительных стрессом (ІІ и ІІІ группы) на-
блюдалось достоверное повышение концент-
рации парамагнитных центров (табл. 1), что 
свидетельствует об устойчивом превалиро-
вании на клеточном уровне прооксидантных 
факторов над компонентами АОС. При этом 
более существенные изменения наблюдались 
в гомогенатах печени у животных в ІІ груп-
пы, в которых концентрация парамагнитных 
центров превышала значения контрольной 
группы 1 на 64,9 % (P<0,05), что говорит об 
активном участии печени в обезвреживании 
токсических субстанций, образующихся при 
гнойно-воспалительных процессах, следст-
вием чего становится повышение образова-
ния в гепатоцитах активных форм кислорода 
и формирования ОС на тканевом и органном 
уровнях. Следует отметить, что содержание 
парамагнитных центров в гомогенатах печени 
у животных ІІІ группы также существенно 
превышало аналогичные показатели в І 
группы на 37,1 % (Р<0,05), но было досто-
верно ниже показателей ІІ группы на 16,9 
% (P<0,05), что показывает менее выражен-
ную интенсивность СРО в их гепатоцитах и, 

видимо, указывает на более активную работу 
тканевых компонентов эндогенной АОС или 
меньшую токсическую нагрузку на клетки 
печени из очага воспаления, что, возможно, 
обусловлено также активацией других не-
специфических защитных систем организма 
ВМИС с пониженным содержанием дейтерия, 
например ее иммуномодулирующим эффек-
том, ускоряющим локализацию возбудителя с 
помощью механизмов клеточного иммунитета.

При изучении состояния процессов СРО 
в гомогенатах почек были получены менее 
выраженные изменения у крыс с модели-
рованным ОС, хотя они и достоверно были 
повышены во ІІ (на 22,9 %, P<0,05) и в ІІІ 
группе (на 18,4 %, P<0,05) в сравнении с 
контрольными значениями. При этом досто-
верных отличий в обеих опытных группах 
зафиксировано не было, что может быть 
связано с меньшим специфическим влиянием 
ВМИС с пониженным содержанием дейтерия 
на эндогенную АОС почек, или меньшей 
способностью низко- и среднемолекулярных 
гидрофильных токсических субстанций акти-
вировать свободнорадикальные процессы в 
ткани почек. Известно, что некоторые из них 
(например, мочевина, олигопептиды, мочевая 
кислота) могут проявлять и антиоксидантный 
эффект, участвуя в перехвате свободных 
радикалов, что снижает их содержание в ор-
ганах выделительной системы [9]. 

Изменения в крови были более значимы, 
что связано с интегрирующей ее функцией 

Содержание дейтерия, интенсивность свободнорадикального окисления, состояние антиоксидантной системы 
в крови и тканях у крыс при использовании в пищевом рационе воды с модифицированным изотопным соста­

вом 

Группы 
животных

Содержание 
дейтерия плаз-

мы, млн-1 

Антиокислительная 
активность плазмы, 

нА·с 

Максимум вспыш-
ки хемилюминес-
ценции плазмы, 

усл. ед.

Электронный парамагнитный 
резонанс, усл. ед./г

печени почки

I  153,3±0,4 1246,4±23,7 1,993±0,024 960,23±56,22 608,61±44,01
II 157,5±0,4 948,2±21,8* 3,058 ± 0,081* 1584,25±112,99* 747,87±55,13*
III 96,1±0,5*,** 1137,1±24,2*,** 2,716±0,126*,** 1316,80±66,69*,** 720,66±57,07*

* Р<0,05 в сравнении с показателями I группы,**Р<0,05 в сравнении с показателями II группы.
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как биологической жидкости, отражающей 
весь спектр изменений, происходящих в орга-
низме. При исследовании плазмы крови отме-
чено значительное снижение ее АОА у крыс в 
ІІ группы (на 23,9 %, P<0,05), в то время как 
в ІІІ группе было отмечено гораздо меньшее 
снижение АОА и ее показатели достоверно 
превышали аналогичные значения в ІІІ груп-
пе (на 19,9 %,P<0,05). Подобные изменения 
характеризуют снижение потенциала эндо-
генной АОС, прежде всего ее низкомолеку-
лярного звена,  во всем организме, что может 
приводить к развитию различных повторных 
патологических процессов и осложнений. В 
свою очередь уровень СРО в крови крыс ІІ и 
ІІІ групп был достоверно (Р<0,05) повышен 
в сравнении с контролем на 53,7 и 36,7 % со-
ответственно, что указывает на выраженную 
активацию прооксидантного звена, которое 
приводит к истощению низкомолекулярных 
антиоксидантных факторов и развитию ОС. 
Менее выраженные изменения прооксидант-
ных показателей наблюдались у животных ІІІ 
группы, что можно объяснить меньшей ток-
сической нагрузкой на их системы неспеци-
фической защиты, вследствие более быстрого 
обезвреживания в печени эндогенных токси-
ческих субстанций и иммуномодулирующего 
действия ВМИС с пониженным содержанием 
дейтерия, уменьшающего воспалительные 
изменения у животных. 

Все перечисленные выше многообраз-
ные эффекты, связанные с воздействием 
на организм крыс ВМИС с пониженным 
содержанием дейтерия можно объяснить с 
помощью ряда механизмов, реализуемых in 
vivo на молекулярном и клеточном уровнях. 
Так, при потреблении ВМИС с пониженным 
содержанием дейтерия в клетках происходят 
реакции обмена Н2О на D2О и НDO, а так-
же быстрый H±D обмен в гидроксильных, 
сульфгидрильных и аминогруппах всех 
органических соединений, включая белки, 
нуклеиновые кислоты, липиды, сахара, что 
может оказывать влияние на состояние низко-
молекулярного звена АОС, одними из основ-

ных факторов которого являются тиоловые 
(-SH) и гидроксильные (-ОН) группы. Кроме 
того, присутствие дейтерия в биологических 
системах приводит к изменениям структуры и 
свойствам нуклеиновых кислот и белков при 
образовании наиболее важных для структуры 
макромолекулы динамических короткожи-
вущих водородных (дейтериевых) связей, 
что может снижать активность ферментов 
антирадикальной защиты (каталазы, супе-
роксиддисмутазы, глутатионпероксидазы, 
глутатионредуктазы), уменьшая тем самым 
антиоксидантный потенциал организма. В 
свою очередь ВМИС с пониженным содержа-
нием дейтерия, снижая содержание дейтерия 
в тканях, восстанавливает работу ферментно-
го звена АОС – как за счет непосредственного 
взаимодействия с -OH или -SH-группами в 
активных центрах, так и путем активации 
процессов транскрипции за счет изменения 
колебательных моментов в цепях молекул 
нуклеиновых кислот и энергетического об-
легчения их взаимодействия с ферментами, 
обеспечивающими считывание генетического 
кода. Также при высоком содержании дейте-
рия нарушается транспорт ионов в клеточной 
мембране и увеличивается сопротивление 
биомембраны, которое особенно негативно 
сказывается на процессах ее возбудимости 
[8]. Поэтому использование ВМИС с пони-
женным содержанием дейтерия нивелирует 
эти отрицательные факторы и позволяет 
снизить вязкость мембран, повысить прони-
цаемость для ионов, улучшить передачу сиг-
налов первичных и вторичных мессенджеров, 
что восстанавливает адекватный энергообмен 
в тканях и снижает прооксидантную нагрузку 
на клеточные структуры. В данном случае эф-
фекты ВМИС будут подобны другим (напри-
мер, гормонам) косвенным антиоксидантам 
нашего организма. 

Таким образом, следует отметить, что в 
естественных условиях наблюдается отсут-
ствие изменений изотопного состава плазмы 
крови при моделировании in vivo окислитель-
ного стресса. В тоже время при использова-

Влияние воды с модифицированным изотопным составом
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нии ВМИС с пониженным содержанием дей-
терия в плазме крови происходит достоверное 
снижение концентрации дейтерия, которое 
продолжается до значений в 90–100 млн-1, в 
дальнейшем практически не изменяющихся. 
При этом ВМИС с пониженным содержанием 
дейтерия оказывает влияние на прооксидант-
но-антиоксидантную систему организма, 
снижая интенсивность СРО и восстанавливая 
потенциал эндогенной АОС. Наибольший 
прямой и косвенный антиоксидантный эф-
фект ВМИС наблюдается в плазме крови 
и в гепатоцитах, тогда как интенсивность 
свободнорадикальных процессов выделитель-
ной системы изменяется менее существенно 
при введении такой воды в пищевой рацион. 
Все это позволяет рассматривать ВМИС как 
перспективное вещество для нутриционной 
коррекции дисбаланса прооксидантно-анти-
оксидантной системы в организме.
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(11-04-96523-р_юг_ц), государственного за-
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Роль ретино-гіпоталамо-епіфізарної системи  
в про- й антиоксидантних процесах у тканинах ясен 
статевозрілих самців білих щурів 

У дослідах на статевозрілих самцях білих щурів досліджували вплив функціонального стану рети-
но-гіпоталамо-епіфізарної системи на продукти пероксидного окиснення ліпідів: (дієнові кон’юга-
ти – ДК і малоновий діальдегід – МДА) й антиоксидантну систему (супероксиддисмутаза – СОД 
і каталаза – КТ) у тканинах ясен і крові за умов зміни активності пінеальної залози утриманням 
тварин при трьох режимах освітлення впродовж 14 діб: природного освітлення, постійного цілодо-
бового освітлення («фізіологічна» епіфізектомія), постійної цілодобової темряви (підвищена функція 
епіфіза). Показниками стану тканин ясен були: ДК, МДА, СОД, КТ і інтегральні показники – СОД/
КТ, (СОД+КТ)/(ДК+МДА). Установлено, що тканини ясен статевозрілих самців щурів активно 
реагують на зміну тривалості фотоперіоду перебігом ліпідної пероксидації та інтенсивністю ак-
тивності антиоксидантних ферментів. Анти- –прооксидантний індекс за умов постійної темряви, 
менший, ніж за умов постійного освітлення. Різна тривалість фотоперіоду змінює інтенсивність 
вільнорадикального окиснення та активність антиоксидатного захисту на організменному (плазма 
крові) та ще більш виразно на органному (тканини ясен) рівнях. Вважаємо, що в тканинах ясен 
існує потужна система антиоксидантного захисту активність якої залежить від функціонального 
стану ретино-гіпоталамо-епіфізірної системи.
Ключові слова: продукти пероксидного окиснення, антиоксидантні ферменти, тканини ясен,  
фотоперіод.
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ВСТУП

За останні роки інтерес до структур стінок 
ротової порожнини та їх функцій продовжує 
зростати. Це спричинено тим, що серед усіх 
захворювань пародонта гінгівіт і пародонтит 
становить 90–95 %. Ясна (гінгіва) є складо-
вою пародонта. Епітеліальний шар розмеж-
овує внутрішнє середовище пародонта від 
зовнішнього, яким є ротова порожнина і є 
першою лінією захисту гомеостазу пародонта 
[5, 13]. Саме з цих міркувань ясна заслуго-
вують на першочергову увагу і вивчення. 
Потрібні нові підходи до розуміння фізіології 
і патології як ясен, так і пародонта в цілому.

Провідні стоматологічні журнали США, 
Європи та Індії за 2011–2012 рр. містять дані 
наукових досліджень експериментального та 

клінічного спрямування щодо зв’язків між 
тканинами ясен і ендокринною системою. 
Наведемо лише декілька з них. У клінічних 
умовах на добровольцях і в дослідах in vitro 
на тканинах ясен продемонстрована здатність 
епітелію і фібробластів власної пластинки 
ясен продукувати грелін, який на думку 
авторів має відношення до реагування врод-
женої імунної системи на патогенні збудники 
[11]. Виявлена нова не наднирковозалозна 
глюкокортикоїдна система, що існує в яснах: 
кератиноцити і фібробласти мають здатність 
до експресії рецепторів адренокортикотроп-
ного гормону (АКТГ), активувати кортизон 
в активний кортизол і синтезувати кортизол 
під дією АКТГ. Автори вважають, що ця нова 
глюкокортикоїдна система може відігравати 
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важливу роль у захисті пародонта та у виник-
ненні його захворювань [14].

Широко обговорюється взаємозв’язок 
стану пародонта і жіночої статевої системи. 
В епітелії нормальних слинних залоз людини 
виявлені естрогенові рецептори a і b, які віді-
грають опосередковано імуномодулювальну 
функцію. Ротова рідина (зовнішнє середови-
ще ясен) містить естрогени [12]. Зі свого боку 
функціональний стан тканин ясен є важливим 
фактором підтримки нормальної активності 
статевої системи жінки. Встановлено, що 
структура та розповсюдженість захворювань 
тканин пародонта в жінок залежить не тільки 
від віку, а й від вмісту естрогенів у ротовій рі-
дині [1]. Крім того, локальні зміни в тканинах 
пародонта, ортодонтичні маніпуляції, що ви-
кликають рух зубів, впливають на виділення 
релаксину в яєчниках, і на перебіг вагітності. 
Епідеміологічні дослідження, підтверджують 
наявність зв’язку між захворюваннями паро-
донта і патологією вагітності [15]. 

Разом із тим практично відсутні досліджен-
ня особливостей взаємовідносин тканин ясен і 
епіфіза. Водночас відомо, що мелатонінергічна 
система, основною ланкою якої є епіфіз, слугує 
не тільки для пристосування до дії фотоперіо-
дичнозалежних несприятливих впливів зовніш-
нього середовища, але до неперіодичних небез-
печних чинників, здійснюючи антистресовий та 
антиоксидантний захист організму [4].

Метою нашого дослідження було вивчен-
ня впливу функціонального стану епіфіза на 
прооксидантні процеси і антиоксидантну 
систему тканин ясен у статевозрілих самців 
білих щурів.

МЕТОДИКА

Дослідження проведено на 22 білих лабора-
торних безпорідних щурах-самцях репродук-
тивного віку середньою масою 0,186 кг. Зміну 
активності пінеальної залози моделювали 
впродовж 14 діб утриманням тварин за умов 
трьох режимів освітлення: природного ос-
вітлення - інтактні щурі (група 1) постійного 

цілодобового освітлення інтенсивністю 500 
лк (стан «фізіологічної» пінеалектомії; гру-
па 2), постійної цілодобової повної темряви 
(стан підвищеної функціональної активності 
пінеальної залози; група 3).

Тканини ясен одразу після декапітації 
щурів забирали на холоді та гомогенізували 
наважки в 1,2 мл охолодженого тріс-буфера. 
Гомогенат використовували в біохімічному 
аналізі: визначення показників переоксид-
ного окиснення ліпідів – ПОЛ (малонового 
діальдегіду – МДА та дієнових кон’югатів 
– ДК) [2, 8] та активності антиоксидантних 
ферментів (супероксиддисмутази – СОД та 
каталази – КТ) [6, 9]. Стан антиоксидант-
ної системи у тканинах ясен оцінювали за 
активністю СОД та КТ. Вивчали співвідно-
шення активностей СОД та КТ (СОД/КТ), 
зміни якого можуть свідчити про внутрішній 
дисбаланс ферментативної антиоксидантної 
системи та зниження загального антиокси-
дантного потенціалу органа чи організму 
в цілому [3]. За інтегральним показником 
співвідношення сумарної антиоксидантної 
активності ферментів СОД та КТ до сумар-
ного вмісту продуктів ПОЛ: оцінювали про- – 
антиоксидантний гомеостаз ясен (СОД+КТ)/
(ДК+МДА), де СОД – абсолютні значення 
активності СОД у Од/хв . мг бiлка; КТ – аб-
солютні значення активності КТ у мкмоль/хв . 
мг бiлка; ДК – абсолютні значення вмісту ДК 
у нмоль/мг бiлка; МДА – абсолютні значення 
вмісту МДА у нмоль/мг бiлка.

Статистичну обробку результатів здійс-
нювали за методом варіаційної статистики з 
використанням критерію t Стьюдента.

Експерименти проведені з дотриманням 
Європейської конвенції із захисту хребетних 
тварин, яких використовують в експерименталь-
них та інших наукових цілях (Страсбург, 1986).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Результати досліджень наведено в табл. 1. 
За умов звичайного освітлення процеси 

ПОЛ (вміст ДК і МДА) і активність фермен-

Роль ретино-гіпоталамо-епіфізарної системи
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тів, які захищають клітини від великих кон-
центрацій пероксиду водню та індукуються 
великими концентраціями вільних радикалів 
– СОД і КТ були різними на системному (у 
плазмі крові), органному рівнях (у тканинах 
ясен). Сумарний вміст продуктів ПОЛ у 
плазмі крові виявився на 37 % вищим, ніж у 
тканинах ясен. Таким чином, вільнорадикаль-
ні перекисні процеси у плазмі крові більш 
виражені у порівнянні з тканинами ясен. 
Імовірно, це зумовлено потужнішим в яснах 
антиоксидантним захистом. Підтвердженням 
є той факт, що сумарна активність СОД і КТ 
у тканинах ясен (21,31) була майже в 2 рази 
вищою, ніж у плазмі крові (11,35). Анти- – 
прооксидантний індекс (АПІ) у плазмі крові 
становить 8,594±0,622, у тканинах ясен – 
25,22±0,121. Стоматологи вважають, що цей 
показник більш адекватно відображає стан 
ПОЛ й антиоксидантного захисту в організ-
мі, ніж визначення вмісту МДА і КТ [7]. У 
нашому випадку АПІ в тканинах ясен майже 

втричі вищий, ніж у плазмі крові (табл. 2).
Отже, у дорослих тварин за звичайних 

умов світлового дня антиоксидантна система 
у тканинах ясен утримує вільнорадикальний 
гомеостаз краще ніж, на системному рівні. 
Досліди з утриманням тварин за різної три-
валості фотоперіоду показали, що його зміни 
досить помітно вплинули на показники про- й 
антиоксидантної системи як у плазмі крові, 
так і в тканинах ясен.

За умов постійного освітлення впродовж 
2 тиж показники прооксидантних процесів 
(ДК, МА) у тканинах ясен зазнали змін і були 
вищими, ніж у тварин за умов природного 
освітлення. Одночасно на системному рівні 
сумарний вміст ДК і МА в плазмі крові тва-
рин зменшився на 18,50 %.

Постійне освітлення суттєво вплинуло 
на стан антиоксидантної системи як у плазмі 
крові, так і тканинах ясен тварин. Разом із 
тим характер змін цієї системи був різним на 
системному і органному рівнях. Так, у тка-

Таблиця 1. Показники перекисного окиснення ліпідів та антиоксидантної системи у тканині ясен  
статевозрілих самців щурів за зміненого фотоперіоду (M±m)

Показник 
Природне освітлення, 

група 1(n=8)
Постійне освітлення,  

група 2 (n=6)
Постійна темрява, група 

3 (n=8)
Дієнові кон’югати, нмоль/мг 
білка
   плазма 0,935±0,037 0,822±0,043* 1,606±0,105*,**
   ясна 0,535±0,0343 0,782±0,0198* 0,369±0,0131*,**
Малоновий діальдегід,  
нмоль/мг білка
   плазма 0,397±0,055 0,302±0,018 0,652±0,027*,**
   ясна 0,311±0,0183 0,488±0,006* 0,213±0,0045*,**
Супероксиддисмутаза, од/хв 
. мг білка
   плазма 7,022±0,344 7,400±0,940* 6,720±0,212
   ясна 15,20±0,939 21,07±0,652* 13,38±0,981**
Каталаза, мкмоль/хв . мг 
білка
   плазма 4,331±0,640 1,998±0,219* 7,536±0,248*,**
   ясна 6,117±0,324 19,34±0,583* 3,311±0,284*,**
Примітка. Тут і в табл. 2: * вірогідно стосовно групи 1 (Р<0,05); ** вірогідно стосовно групи 2 (Р<0,05).
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нинах ясен активність СОД була на 38,61 % 
більшою, КТ більше ніж у 3 рази щодо кон-
трольних значень. Водночас активність цих 
ферментів на системному рівні була дещо ін-
шою. Зокрема, у плазмі крові активність СОД 
помірно зростала (на 5,4%), а КТ знизилася 
більше ніж у 2 рази.

Зіставлення показників про- й антиокси-
дантних (АПІ) процесів у плазмі крові та 
тканинах ясен за умов постійного освітлення 
вказують на те, що під впливом тривалого 
світлового подразника (стресора) в тканинах 
ясен активність ендогенних антиоксидантів 
(АПІ – 31,86±0,880) значно переважала над 
процесом вільнорадикального окиснення 
макромолекул, у той час як у плазмі крові АПІ 
становить лише 8,334±0,476. Наведене є ще 
одним доказом різного ступеня реагування 
про- і антиоксидантних процесів на орга-
нізменному (кров) і органному (ясна) рівнях.

Тварини третьої групи утримувалися в 
умовах 14-добової постійної темряви, тоб-
то були в стані підвищеної функціональної 
активності епіфіза. За таких умов показники 
ПОЛ (ДК і МД) у плазмі крові були майже в 
4 рази більшими, ніж у тканинах ясен. При 
цьому вміст МДА і ДК в яснах були значно 
меншими від значень у тварин як за умов 
природного, так і постійного освітлення. 
Активність антиоксидантної системи тканини 
ясен була високою, але дещо меншою, ніж 
за умов постійного освітлення. Вірогідно 

мелатонінергічна система, активована тем-
нотою, знижувала інтенсифікацію ліпідної 
пероксидації в тканинах ясен і адекватно 
стану ПОЛ утримувала рівень активності 
антиоксидантних ферментів. Підтверджен-
ням цьому є і значення АПІ в тканинах ясен: 
28,65±1,223 за умов темряви і 31,86±0,880 за 
умов постійного освітлення.

Отримані результати певною мірою уз-
годжуються із даними інших дослідників, 
щодо реагування ПОЛ і антиоксидантних 
ферментів переднього мозку щурів [4] та 
надниркових залоз [10] на фотоперіоди різної 
тривалості.

Таким чином, ретино-гіпоталамо-епіфі-
зарна система синхронізує перебіг ліпідної 
пероксидації і активність антиоксидант-
них ферментів у тканинах ясен зі змінами 
тривалості фотоперіоду в зовнішньому се-
редовищі. При цьому, найбільш вірогідно, 
мелатонін відіграє роль синхронізатора. У 
зв’язку із цим виникає питання щодо меха-
нізму його дії. Це може бути безпосередня 
дія на тканини ясен, в яких, в такому разі 
повинні бути мелатонінчутливі рецептори. 
Можливий інший механізм: опосередкована 
дія. У цьому разі мелатонін модулює актив-
ність нейромедіаторних систем головного 
мозку та всієї нейроендокринної системи, 
що забезпечує пристосування тканин ясен і 
всього організму до дії зовнішніх чинників, 
у тому числі змін тривалості фотоперіоду. 

Таблиця 2. Інтегральні показники перекисного окиснення ліпідів та антиоксидантної систем організму  
статевозрілих самців щурів за зміненого фотоперіоду (M±m)

Показник
Природне освітлення, 

група 1(n=8)
Постійне освітлення, 

група 2 (n=6)
Постійна темрява,  

група 3 (n=8)

Супероксиддисмутаза/каталаза

    плазма 1,744±0,239 4,083±0,644 0,900±0,060**
    ясна 2,483±0,059 1,094±0,044* 4,266±0,729*,**
Супероксиддисмутаза і катала-
за / дієнові кон’югати і мало-
новий діальдегід
    плазма 8,591±0,622 8,334±0,476 6,355±0,273
    ясна 25,22±0,121 31,86±0,880* 28,65±1,223*,**

Роль ретино-гіпоталамо-епіфізарної системи
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Вияснення зазначених механізмів потребує 
подальших досліджень.

ВИСНОВКИ

1. Тканини ясен статевозрілих самців щурів 
активно реагують на зміну тривалості фото-
періоду перебігом ліпідної пероксидації та 
інтенсивністю активності антиоксидантних 
ферментів. Анти- – прооксидантний індекс за 
умов постійної темряви (підвищеної функції 
епіфіза) менший, ніж за умов постійного 
освітлення («фізіологічної» пінеалектомії). 

2. Ретино-гіпоталамо-епіфізарна система 
змінює інтенсивність вільнорадикального 
окиснення та активність антиоксидатного за-
хисту на організменному (плазма крові) та ще 
більш виразно на органному (тканини ясен) 
рівнях, що вказує на існування в тканинах ясен 
потужної антиоксидантної системи захисту.

Г.И. Ходоровский, Р.Р. Дмитренко,  
Е.В. Ясинская 

Роль ретино-гипоталамо-эпифи­
зарной системы в про-и антиокси­
датных процессах в тканях десен 
половозрелых самцов белых крыс

В опытах на половозрелых самцах белых крыс исследо-
вали влияние функционального состояния ретино-гипо-
таламо-эпифизарной системы на продукты перекисного 
окисления липидов: (диеновые конъюгаты – ДК и мало-
новый диальдегид – МДА) и антиоксидантную систему 
(супероксиддисмутаза – СОД и каталаза – КТ) в условиях 
изменения активности пинеальной железы путем содер-
жания животных при трех режимах освещения в течение 
14 сут: естественного освещения (группа 1), постоянного 
круглосуточного освещения (группа 2), постоянной кру-
глосуточной темноты (группа 3). Показателями состояния 
тканей десен были: ДК, МДА, СОД, КТ и интегральные 
показатели – СОД / КТ, (СОД+КТ)/(ДК+МДА). Установле-
но, что ткани десен половозрелых самцов крыс реагируют 
на изменение продолжительности фотопериода путем ли-
пидной пероксидации и интенсивностью активности анти-
оксидантных ферментов. Анти- – прооксидантный индекс 
в условиях постоянной темноты меньший, чем в условиях 
постоянного освещения. Ретино-гипоталамо-эпифизарная 
система изменяет интенсивность свободнорадикального 
окисления и активность антиоксидатной защиты на ор-
ганизменном (плазма крови) и еще более выражено на 
органном (ткани десен) уровнях, что свидетельствует о 

существовании в тканях десен мощной антиоксидантной 
системы защиты.
Ключевые слова: продукты перекисного окисления 
липидов, антиоксидантные ферменты, ткани десен, фо-
топериод.

G.I. Khodorovskyi, R.R. Dmitrenko, O.V.Yasinska 

THE ROLE OF RETINAL-HYPOTALAMIC-
PINEAL SYSTEM IN PRO- AND ANTYOXY­
DANT PROCESSES IN GINGIVAL TISSUES OF 
ADULT MALE ALBINO RATS

The aim of this study is to evaluate the effects of pineal gland 
functional state on the prooxydant processes and antioxidant 
system in the gingival tissues. Male rats were assigned into 
one of the following groups in accordance with the duration 
of photoperiod: 1) control – natural daylight; 2) permanent 
darkness for 14 days; 3) permanent light for 14 days. The 
following parameters were measured in gingival tissues and 
the blood serum: 1) prooxidant factors (dieneconjugates – 
DC and malonic dialdehyde – MD); 2) antioxidant enzymes 
(superoxide dismutase – SOD and catalase). The present 
findings indicate that the gingival tissue of rats reacts to the 
changes in the duration of photoperiod by peroxidation and 
activity of antioxidant enzymes. The antioxidant-prooxidant 
index under dark conditions (high function of the pineal gland) 
was lower than under condition of permanent light (“physi-
ological” pinealectomy). Different durations of photoperiod 
change the intensity of free radical oxidation and the activity 
of antioxidant enzymes at the systemic level (blood serum) 
and much more at the organ level (tissues of gingiva). Our 
data suggest that the gingival tissues possess rather powerful 
protective antioxidant system, which depends on the functional 
state of the pineal gland.
Key words: prooxidant processes, antioxidant enzymes, gin-
gival tissues, photoperiod. 
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С.Б. Дроздовська, О.М. Лисенко, В.Є. Досенко, В.М. Ільїн, О.О.Мойбенко 

Т-786→С-поліморфізм промотора гена ендотеліальної 
NO-синтази та фізична працездатність у спорті

Враховуючи значний вплив Т-786→С-поліморфізму гена ендотеліальної NO-синтази (eNOS) на процеси 
адаптації до фізичних навантажень, досліджено вплив цього поліморфізму на фізичну працездат-
ність у спорті та встановлена можливість його використання як маркера схильності до занять 
спортом. Проаналізовано ДНК 516 осіб, з них 195 кваліфікованих  спортсменів та 321 осіб, які не 
мають регулярного стажу занять спортом. Досліджено частоту генотипів та алелей за Т-786→С 
поліморфізмом гена eNOS у групах спортсменів різних видів спорту, вивчено особливості розподілу 
генотипів та алелей серед спортсменів та осіб, які не займаються спортом. Встановлено, що 
частота Т-алеля в групі спортсменів на 6,4% (Рχ2=0,03) вища, ніж у контрольній групі. Виявлено 
асоціацію Т-алеля Т-786→С-поліморфізму гена eNOS зі схильністю до занять видами спорту, в яких 
результативність виступів вимагає розвитку швидкості та сили. В групі спортсменів швидкіс-
но-силових видів спорту частота Т-алеля на 12 % (Рχ2=0,002) вища, ніж у контрольній групі і на 
10 % (Рχ2=0,004), ніж у групі видів спорту з переважним розвитком витривалості. Встановлено, 
що Т-786→С-поліморфізм гена eNOS впливає на потужність та економічность функціонування 
кардіореспіраторної системи спортсменів під час фізичних навантажень. 
Ключові слова: ендотеліальна NO-синтаза, алельний поліморфізм, м’язова діяльність, фізичні на-
вантаження, спадкова схильність.
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ВСТУП 

Наявність різних генетичних варіантів 
гена ендотеліальної NO-синтази (eNOS) на 
сучасному етапі пов’язують із індивідуаль-
ними особливостями функціонування NO-
синтазної системи в цілому та успішності 
адаптації організму як до гіпоксії, так і до 
фізичних навантажень [8, 9, 13, 26]. Ген eNOS 
кодує її синтез, що сприяє утворенню одного 
з найбільш важливих газотрансмітерів, який 
бере участь у багатьох фізіологічних і пато-
фізіологічних процесах NO (оксиду азоту). 
Активація синтезу цього медіатора є одним з 
перших механізмів адаптації серцево-судин-
ної системи до різних типів гіпоксії, що дає 
змогу зберігати оптимальне забезпечення ор-
ганізму киснем [6, 8] та відіграє важливу роль 
у забезпеченні довгострокової його адаптації 
до фізичних навантажень значного обсягу й 
інтенсивності [2, 9, 26]. Зростає кількість 

доказів, які підтверджують модулювальний 
ефект NO у споживанні вуглеводів [10, 24, 
28] та кисню [1], його вплив на базальний 
мітохондріальний біогенез у скелетній м’я-
зовій тканині [24, 30, 31]. Індукція синтезу 
NO клітинами за допомогою фізичних наван-
тажень вважається інсуліннезалежним додат-
ковим способом доставки глюкози у клітину 
[5]. Особливості метаболізму вуглеводів, 
мітохондріального біогенезу, кисневих режи-
мів, адаптація до гіпоксичних станів, звісно, 
є важливими факторами, що впливають на 
фізичну працездатність у спорті.

Більше досліджена роль NO у формуванні 
відповіді організму на гіпоксію. Як гостра, 
так і хронічна гіпоксія викликають збіль-
шення стабільних метаболітів NO у крові 
людей. Активацію синтезу монооксиду азоту 
у високогір’ї вважають одним з перших меха-
нізмів адаптації серцево-судинної системи до 
гіпоксії, що дає змогу задовольняти кисневий 
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запит при зниженні парціального тиску кис-
ню у вдихуваному повітрі [3, 7]. 

З трьох ізоформ ферменту NOS, що ката-
лізує синтез NO, тільки нейрональна nNOS 
та eNOS індукуються м’язовою діяльністю. 
Активність NOS під час фізичних вправ 
збільшується у скелетних м’язах [26]. Як 
eNOS, так і nNOS, експресуються в волокнах 
скелетної м’язової тканини, з переважанням 
eNOS в оксидативних волокнах, тоді як nNOS 
більше у гліколітичних волокнах [16, 20–22].  

Ген еNOS розміщений на хромосомі 7q35-
36 і складається з 26 екзонів і 25 інтронів. 
Індивідуальні особливості функціонування 
системи NOS на сучасному етапі пов’язують 
із наявністю різних генетичних варіантів, 
тобто алельного поліморфізму цього гена. 
Генетичні його варіанти пов’язують з розвит-
ком артеріальної гіпертензії, атеросклерозу, 
цукрового діабету та інших «хвороб цивілі-
зації» [11, 15].

Серед 713 алельних варіантів цього 
гена (за даними бази NCBI), 517 (за даними 
бази Genecards) як маркери схильності до 
високої фізичної працездатності вивчалися: 
трансверсія Т-786→С у промоторі гена eNOS, 
трансверсія G894→T в 7-му екзоні, що при-
зводить до заміни глутаміну на аспарагін у 
298-му положенні білка eNOS та тандемні 
повтори варіабельної кількості 4-го інтрону 
(4b/4a) [29]. Одне з найважливіших значень 
у механізмах адаптації до фізичних наван-
тажень серед усіх поліморфізмів гена eNOS 
має алельний поліморфізм промотору цього 
гена. У експерименті було показано, що наяв-
ність алеля С у положенні (-786) промотору 
гена eNOS призводить до зниження його 
активності, а недостатня кількість eNOS, яка 
при цьому виникає, є причиною зменшення 
синтезу та вивільнення оксиду азоту та дис-
функції ендотелію [4, 12]. 

Т-786→С-поліморфізм може коригувати 
ефект тренування на ендотеліальну дисфунк-
цію [13, 14]. Адаптація до фізичних наванта-
жень посилює вазодилатацію у відповідь на 
фізичні вправи у осіб з генотипом Т/Т [25]. 

У жінок з цим генотипом у постменопаузно-
му періоді значно зменшувався вміст холе-
стеролу у плазмі у відповідь на 8-тижневе 
тренування [14]. 

Враховуючи вплив цього поліморфізму на 
адаптацію до фізичних навантажень, логічно 
припустити, що Т-786→С-поліморфізму гена 
eNOS може зумовлювати спадкову схильність 
до занять спортом, тому мета дослідження – 
виявити вплив Т-786→С-поліморфізму гена 
eNOS на фізичну працездатність у спорті та 
встановити можливість його використання як 
маркера схильності до занять спортом. 

МЕТОДИКА 

Обстежено 516 осіб, з них 195 членів збірних 
команд України та 321 нетренована особа 
(контрольна група). Всі обстежені спортсме-
ни залежно від характеру енергозабезпечення 
м’язової діяльності в обраному виді спорту 
були поділені на 3 групи: 1-ша – спортсмени, 
які спеціалізуються у дисциплінах спорту, 
що вимагають витривалості (n=82); 2-га – 
швидкісно-силових можливостей (n=90); 
3-тя – витривалості та сили (n=23).

Реакції кардіореспіраторної системи 
(КРС) на фізичні навантаження переважно 
аеробного характеру енергозабезпечення до-
сліджували в стандартизованих лабораторних 
умовах з використання методів ергометрії, 
спірометрії, газоаналізу та пульсометрії. 
Реакцію КРС за умов фізичних навантажень 
різного характеру вивчали за допомогою ер-
госпірометричного комплексу «MetaMax3В» 
(Німеччина). У реальному масштабі часу 
(«breath by breath») визначали основні харак-
теристики реакції дихальної системи: легене-
ву вентиляцію (VE), частоту дихання (Fт), ди-
хальний об’єм (VT), концентрацію CO2 та О2 у 
видихуваному (FEO2, FECO2) повітрі, спожи-
вання О2 (VO2), виділення СО2 (VCO2), газо-
обмінне відношення (VCO2·VO2

-1), вентиля-
ційні еквіваленти для О2 (EQO2=VE·VO2

-1) і 
для СО2 (EQСO2=VE·VСO2

-1), кисневий пульс 
(«O2-пульс»=VO2·ЧСС-1) тощо. Враховуючи, 
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що вимірювання проводили у відкритій сис-
темі, показники зовнішнього дихання приве-
дені до умов BTPS, а газообміну – до умов 
STPD. Частоту серцевих скорочень (ЧСС, хв-1) 
реєстрували за допомогою приладу «Sport 
Tester Polar» (Фінляндія).

Потужність аеробних механізмів енер-
гозабезпечення фізичної роботи характери-
зувалася досягнутим VO2max і потужністю 
«критичної» роботи (Wкр.) при виконанні 
роботи ступінчасто зростаючої потужності 
до моменту «відмови від роботи», а також по-
тужністю роботи на рівні анаеробного порогу 
(WПАНО). Тестові фізичні навантаження ви-
конувалися на весловому ергометрі «Concept 
II» (СШA) та на тредмілі «Laufband» (Німеч-
чина). 

ДНК виділяли із букального епітелію за 
допомогою набору реактивів DiatomTM DNA 
Prep («Biokom», Росія). T-786→C-поліморфіз-
му промотору гена eNOS визначали методом 
Real-time PCR. Реакційна суміш складалася 
з TaqMan® Fast Universal Master Mix (2x) 
(Applied Biosystem, СШA) 10мкл; Assay SNP 
NOS3 – 0,32 мкл; dH2O – 13, 98 мкл та 50–100 
ng ДНК. Assay SNP NOS3 містила прямий 
(CCA CCA GGG CAT CAA GCT) та зворотний 
(GCA GGT CAG CAG AGA GAC TAG) прай-
мери; зонди для мінорного VIC (TTC CCT 
GGC TGG CTG A) та мажорного FAM (CCT 
GGC CGG CTG A) алелей. ПЛР (real-time 
PCR) виконували з використанням приладу 
Applied Biosystems 2700, PerkinElmer, СШA.

Тестування проводили після дня відпо-
чинку при стандартизованому режимі харчу-
вання та питного режиму. Спортсмени були 
обізнані про зміст тестів і дали згоду на їх 
проведення.

Статистичний аналіз результатів про-
ведено за допомогою програмного пакета 
SPSS ver.17.0. Для оцінки зв’язку між полі-
морфізмом гена та особливостями реакцій 
КРС на фізичні навантаження був виконаний 
метод множинного регресійного аналізу, в 
результаті якого отримана лінійна відносно 
незалежних параметрів моделі поліноміаль-

ного вигляду. Вірогідність відмінностей у 
розподілі вибірок визначали за критерієм c2. 
Значення Р<0,05 вважали вірогідним.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Частота генотипів за цим поліморфізмом у 
контрольній групі за нашими результата-
ми становить: 43,3 % Т/Т-генотип, 45,8 % 
Т/С-генотип, 10,9 % С/С-генотип (табл. 1). 
Розподіл алельних варіантів поліморфізму 
такого гена відповідає рівновазі Харді–Вай-
нберга (Рχ2=0,9). Найбільш поширеним є 
гетерозиготний Т/С-генотип. Порівняльний 
аналіз наших результатів з даними літерату-
ри свідчить, що хоча частота гомозиготного 
С/С-генотипу в українській популяції значно 
нижча порівняно з іспанською та англійською 
популяціями [19, 27], за частотою алеля С 
українське населення не відрізняється від 
інших вибірок [17, 19].

Загальна вибірка спортсменів вірогідно 
відрізняється за розподілом від контрольної 
групи: частота Т/Т-генотипу на 11,6 % вища, а 
Т/С-генотипу на 10,4 % нижче, ніж у контролі 
(Рχ2=0,035). Частота Т-алеля на 6,4 % вища в 
вибірці спортсменів (Рχ2=0,03). 

За розподілом алельних варіантів Т-786→С-по-
ліморфізму промотору гена eNOS група спортс-
менів, які спеціалізуються в видах спорту з 
переважним розвитком витривалості, вірогід-
но не відрізняється від контролю.

Спортсмени швидкісно-силових видів спор-
ту та видів спорту, що потребують поєднаного 
розвитку сили та витривалості, за розподілом 
генотипів вірогідно відрізняються від контр-
олю (Рχ2=0,003 та Рχ2=0,011 відповідно). У 
спортсменів швидкісно-силових видів спорту 
частота Т-алеля на 12 % (Рχ2=0,002) вища, ніж у 
контролі і на 10 % (Рχ2=0,004), ніж в групі видів 
спорту на витривалість. Частота генотипу Т/Т 
у спортсменів швидкісно-силових видів вища 
на 20 %, а у спортсменів змішаних видів – на  
13,2 %, тоді як частота С/С-генотипу у спортс-
менів швидкісно-силових видів значно менша, 
ніж у контрольній групі, що дає змогу зробити 
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припущення про лімітуючу роль цього генотипу 
для розвитку високої фізичної працездатності 
спортсменів цих видів спорту.

Отже, результати дають можливість 
стверджувати, що Т-алель цього полімор-
фізму кількісно переважає у спортсменів 
швидкісно-силових видів спорту й асоційо-
вана з успішністю у цих видах. Тому Т-алель 
гена може вважатися маркером схильності до 
розвитку швидкісно- силових можливостей. 

Враховуючи модулювальний вплив NO на 
процеси споживання кисню під час фізичних 
навантажень [24], його потужний вазодилата-
ційний ефект і вплив Т-786→С-поліморфізму 
промотору гена eNOS на його рівень можна 
припустити, що Т-алель, зумовлюючи ви-
сокий вміст NO в організмі, підвищує його 
адаптаційну здатність до фізичної роботи 
швидкісно-силового характеру.

Основні тенденції впливу Т-786→С-полі-
морфізму промотору гена eNOS на спортив-
ну працездатність описані Gómez-Gallego 
та співавт. [18], де доводиться, що Т-алель 

цього поліморфізму кількісно переважає 
у спортсменів швидкісно-силових видів 
спорту і асоційований з успішністю у цих 
видах спортивних спеціалізацій, що підтвер-
джується результатами нашої роботи. Крім 
того, в наших дослідженнях, так само, як і у 
вищезгаданих, немає вірогідної різниці між 
вибірками спортсменів, які спеціалізуються 
в видах спорту на витривалість та в кон-
трольній групі. Це підтверджує, що Т-алель 
гена може вважатися маркером схильності до 
розвитку швидкості та сили.  

Для перевірки вірогідності нашої гіпотези та 
доведення фізіологічної релевантності роз-
глянутого поліморфізму ми дослідили його 
вплив на аеробну продуктивність та характер 
реакцій КРС під час фізичних навантажень. 
При моделюванні залежності VO2max від 
комплексу поліморфізмів генів було встанов-
лено, що наявність Т/Т-генотипу за Т-786→С 
поліморфізмом гена eNOS у спортсменів 
високої кваліфікації сприяє досягненню ви-
соких значень VO2max. Поєднання цих двох 

Таблиця 1. Частота алельних варіантів Т-786→С-поліморфізму промотору гена eNOS серед спортсменів різних 
видів спорту (n=516)

Генотип

Спортсмени, які спеціалізуються в видах спорту 
Всі спортсмени 

(n=195)
Контрольна  

група (n=321)на витривалість 
(n=82)

швидкісно- 
силових (n=90)

що вимагають поєд-
нання витривалості 

та сили (n=23)
n % n % n % n % n %

Т/Т 37 45,1 57 63,3 13 56,5 107 54,9 139 43,3
Т/С 38 46,3 27 30,0 4 17,4 69 35,4 147 45,8
С/С 7 8,5 6 6,7 6 26,1 19 9,7 35 10,9
Частота Т- 
алеля

0,68 0,78 0,65 0,73 0,66

Частота 
С-алеля

0,32 0,22 0,35 0,27 0,34

Р1 0,82 0,003* 0,011* 0,035* 1
Р2 0,61 0,002* 0,89 0,03* -
P3 0,05 - - -
Р1 – статистична вірогідність у розподілі генотипів у порівнянні з контрольною групою, Р<0,05;  
Р2 – алелей у порівнянні з контрольною групою, Р<0,05; P3  – генотипів у порівнянні з видами спорту 
на витривалість, *Р<0,05 вірогідні відмінності за c2-критерієм.

Т-786→С-поліморфізм промотора гена ендотеліальної NO-синтази



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2013, Т. 59, № 6 67

факторів пояснює 9,7 % фенотипної дисперсії 
максимального споживання O2.

Для того, щоб уникнути впливу факторів 
статі, виду спорту, спортивної кваліфікації на 
характеристики реакції КРС за умов фізичних 
навантажень була створена однорідна вибір-
ка, що складалася зі спортсменів однієї статі 
(жіноча) та одного виду спорту (академічне 
веслування), а також одного віку і однакової 
спортивної кваліфікації майстрів спорту. Ці 
спортсменки багаторазово брали участь у 
дослідженнях (від 6 до 14 разів кожна) про-
тягом 3 років. За результатами обстежень 
була побудована регресійна модель, що ві-
дображає взаємозв’язок поліморфізмів генів 
і VO2max. Встановлено, що поодинока дія 
фактору Т-786→С-поліморфізму промотору 
гена eNOS спричиняє вірогідний вплив на 
максимальне споживання кисню і пояснює 
35 % розсіювання VO2max відносно маси тіла 
у цій вибірці.

Побудова множинних регресійних мо
делей для інших показників аеробних мож
ливостей спортсменів,  які  займаються 
видами спорту з переважним розвитком 
витривалості, дали змогу виявити, що полі-
морфізм гена eNOS впливає на вентиляцій-
ний еквівалент за киснем (ум.од.; Р=0,046), 
що характеризує ефективність легеневої 
вентиляції (рисунок). 

Отримані результати дають змогу стверд
жувати, що наявність С-алеля Т-786→С-полі-
морфізму гена eNOS у гомозиготному стані 
погіршує ефективність легеневої вентиляції 
при підвищенні інтенсивності фізичних на-
вантажень. Результати, отримані нами добре 
пояснюються тим фактом, що С-алель сприяє 
зниженню активності гена eNOS, а недостат-
ність кількості ендотеліальної NO-синтази, 
що при цьому виникає, є причиною зменшен-
ня синтезу і вивільнення оксиду азоту, а також 
і дисфункції ендотелію судин [3]. 

Порівняння реакцій КРС за умов фізич-
них навантажень у спортсменок з генотипом 
Т/Т та спортсменок-носіїв алеля С (генотипи 
Т/С та С/С; табл.2) свідчить, що наявність 
алеля С призводить до більш низької аероб-
ної продуктивності, меншої економічності 
функціонування КРС під час фізичної роботи, 
що виявляється у більш низькій потужності 
виконаної роботи (на 7,85 % менше, ніж у 
спортсменок з Т/Т-генотипом), при більш 
високих VE max та VO2 max (вищих на 7,14 та  
6,31 % відповідно). При виконанні наванта-
ження на рівні порогу анаеробного обміну 
(ПАНО) у цих спортсменок відзначався 
вищий рівень VE на 16,9, VO2 на 6,3, ЧСС 
на 8,8 % (Р=0,05). При цьому спостерігався 
більш високий поріг анаеробного обміну 
(VO2 на рівні ПАНО у відсотках від VO2 max 
на 4,97 %).

У спортсменів – носіїв С-алеля спостері-
гали незначні відмінності, що виявлялися у 
вищому рівні аеробної потужності (на 1,24 
% є вищою потужність виконаної роботи, на 
5 % – VE max), при зниженні економічності 
функціонування КРС. У осіб з Т/С та С/С-
генотипом EQO2 перевищує на 5 %, VE ПАНО 
на 6,07 %. У осіб з Т/Т-генотипом VO2 ПАНО  
було вищим на 4,2 %. Як бачимо, гендерні 
відмінності є незначними і вказують на вплив 
поліморфізму цього гена, хоча більш вира-
жено він виявляється у жінок. Таким чином, 
зазначені факти підтверджують вплив наяв-
ності С-алеля на реакції КРС у спортсменів 
під час фізичних навантажень.

С.Б. Дроздовська, О.М. Лисенко, В.Є. Досенко, В.М. Ільїн, О.О.Мойбенко

Вентиляційний еквівалент для О2 у спортсменів з різни-
ми генотипами за Т-786→С-поліморфізмом гена eNOS. 
*Р<0,05 порівняно зі спортсменами з генотипом Т/Т
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Таблиця 2. Характеристики реакції кардіореспіраторної системи спортсменів різної статі, які спеціалізуються 
у видах спорту з переважним проявом витривалості, під час фізичного навантаження ступінчастозростаючої 

потужності до моменту вимушеної відмови від роботи (M±SE), (n=59)

Показники
Спортсменки з 
Т/Т-генотипом 

(n=12)

Спортсменки з 
генотипами Т/С і 

С/С (n=14)

Спортсмени з 
Т/Т-генотипом 

(n=14)

Спортсмени з 
генотипами Т/С 

і С/С (n=19) 
Максимальне споживання О2

Максимальний рівень
   потужності роботи 
      загальний, Вт 294,94±10,08 302,78±13,47 383,54±30,65 388,35±40,02
      на 1 кг маси тіла, Вт·кг-1 4,37±0,20 4,08±0,17 4,39±0,47 4,43±0,54
   легеневої вентиляції
      загальний, л·хв-1· 113,34±6,31 121,43±4,04 164,68±27,64 173,29±38,31
      на 1 кг маси тіла, л 1,66±0,05 1,70±0,05 1,87±0,24 1,95±0,30
   споживання О2,
      загальний, л·хв-1 3,39±0,12 3,61±0,11 5,05±0,58 5,06±0,54
      на 1 кг маси тіла, мл·хв-1·кг-1 50,38±2,17 51,16±1,92 57,40±7,20 57,64±6,22
   виділення СО2, 
      загальний, л·хв-1· 3,96±0,18 3,96±0,11 5,64±0,61 5,53±0,87
      на 1 кг маси тіла, мл·хв-1·кг-1 58,56±2,45 56,04±2,15 64,99±7,16 63,90±9,09
Частота серцевих скорочень, хв-1 185,51±5,28 189,08±1,80 190,44±6,86 189,44±6,13
Кисневий ефект серцевого скоро-
чення, “O2-пульс”, мл-1 18,18±0,64 19,26±0,66 26,46±3,31 26,90±3,30
Вентиляційний еквівалент для О2 32,78±1,01 33,13±0,88 32,42±3,67 33,99±5,01
Газообмінне відношення, VCO2∙/
VO2

-1 1,16±0,03 1,11±0,05 1,12±0,08 1,09±0,14
Поріг анаеробного обміну (ПАНО)

Потужність роботи
      загальний, Вт 219,23±10,35 231,99±7,03 302,94±39,17 305,81±56,00
      на 1 кг маси тіла, Вт·кг-1 3,26±0,18 3,28±0,13 3,49±0,67 3,49±0,73
Рівень легеневої вентиляції
      загальний, л·хв-1 77,42±6,60 90,46±5,96* 121,87±27,12 129,75±39,97
      на 1 кг маси тіла, л·хв-1·кг-1 1,12±0,07 1,26±0,07 1,39±0,28 1,46±0,40
Рівень споживання О2, 
      загальний, л·хв-1 2,85±0,16 3,03±0,11 4,36±0,73 4,23±0,73
      на 1 кг маси тіла, мл·хв-1·кг-1 42,22±2,46 42,72±1,83 50,06±8,88 48,04±6,69
Частота серцевих скорочень,·хв-1 162,42±7,28 176,82±2,49* 172,54±17,18 174,47±12,65
Рівень порогу анаеробного обміну 
як VO2ПАНО в % від VO2max, % 80,22±3,94 84,21±30,94 86,36±9,45 84,62±9,87

*Р<0,05 вірогідно порівняно з Т/Т-генотипом. 

Т-786→С-поліморфізм промотора гена ендотеліальної NO-синтази
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ВИСНОВКИ

1. Розподіл частот генотипів та алелей за 
Т-786→С-поліморфізмом гена eNOS в групі 
кваліфікованих спортсменів відрізняється 
від розподілу серед осіб, які не займаються 
спортом. Частота Т-алеля на 6,4 % вища в 
вибірці спортсменів (Рχ2=0,03).

2. Групи спортсменів швидкісно-силових 
видів спорту та видів спорту, що потребують 
поєднаного розвитку сили та витривалості, 
вірогідно відрізняються від контрольної гру-
пи вищою частотою генотипу Т/Т (Рχ2=0,003 
та Рχ2=0,011 відповідно). Встановлено асо-
ціацію Т-алеля Т-786→С-поліморфізму гена 
eNOS зі схильністю до занять видами спорту, 
в яких результативність виступів залежить від 
розвитку швидкості та сили.

3. Т-786→С поліморфізм гена eNOS здійс-
нює вплив як на показники аеробної потуж-
ності, так і економічності функціонування 
кардіореспіраторної системи спортсменів під 
час фізичних навантажень. Присутність С-але-
ля Т-786→С-поліморфізму гена eNOS погіршує 
ефективність легеневої вентиляції при збіль-
шенні інтенсивності фізичних навантажень. 

4. Отримані результати дають змогу реко-
мендувати включення  визначення Т-786→С- 
поліморфізму гена eNOS до комплексної сис-
теми оцінки спадкової схильності до занять 
різними видами спорту.

С.Б. Дроздовская, Е.Н. Лысенко, В.Е. Досенко, 
В.Н. Ільин,  А.А. Мойбенко

Т-786→С-полиморфизм промотора 
гена ендотелиальной NO-синтазы и 
физическая работоспособность в 
спорте

Учитывая значительное влияние Т-786→С-полиморфизма 
гена eNOS на процессы адаптации к физическим на-
грузкам, исследовано влияние этого полиморфизма на 
физическую работоспособность в спорте и установлена 
возможность его использования в качестве маркера 
предрасположенности к занятиям спортом. Проанализи-
ровано ДНК 516 человек, из них 195 квалифицированных 
спортсменов и 321 человека, которые не имеют регуляр-
ного стажа занятий спортом. В работе исследована ча-

стота генотипов и аллелей Т-786 → С-полиморфизма гена 
eNOS у спортсменов различных видов спорта, изучены 
особенности распределения генотипов и аллелей среди 
спортсменов и лиц, не занимающихся спортом. Частота 
Т-аллеля в группе спортсменов на 6,4% (рχ2=0,03) выше, 
чем в контрольной группе. Выявлена ассоциация Т-алле-
ля Т-786 → С-полиморфизма гена eNOS со склонностью 
к занятиям видами спорта, в которых результативность 
выступлений зависит от развития скорости и силы. У спортс-
менов скоростно-силовых видов спорта частота Т-аллеля на  
12 % (Рχ2=0,002) выше, чем в контрольной группе и на 10 % 
(Рχ2=0,004), чем у спортсменов, которые занимаються видами 
спорта с преимущественным развитием выносливости. Уста-
новлено, что Т-786 → С-полиморфизм гена eNOS оказывает 
влияние на мощность и экономичность функционирования 
кардиореспираторной системы спортсменов во время 
физических нагрузок.
Ключевые слова: эндотелиальная NO-синтаза, аллельный 
полиморфизм, мышечная деятельность, физические на-
грузки, наследственная предрасположенность.

S.B. Drozdovska, O.M. Lysenko, V.E. Dosenko, 
V.M. Ilyin, O.O.Moybenko

Т-786→С-promoter polymorphism of 
the endothelial nitric oxide syn­
thase gene (eNOS) and exercise per­
formance

Given the significant impact of the T-786 → C-polymorphism of 
the eNOS gene in the process of adaptation to physical stress, 
we aimed to investigate the effect of this polymorphism on 
physical performance in sportsmen and establish the possibility 
of its use as a marker of predisposition to the sport. DNA of 
516 people, of which 195 qualified athletes and 321 people 
who had no experience of regular exercise was investigated. 
The frequency of genotypes and alleles of the T-786 → C-poly-
morphism of the eNOS gene in groups of athletes of different 
sports, the distribution of genotypes and alleles among athletes 
and those who are not involved in sports were studied. T allele 
frequency in a group of athletes on 6.4% (rχ2 = 0.03) than in 
control group. The association of the T allele of the T-786 → 
C-polymorphism of the eNOS gene with a predisposition for 
speed and power was established. In the group of athletes in 
speed and power sports, the T-allele frequency was higher than 
that in the control group by 12% (rχ2 = 0.002) and than in 
group endurance sports by 10% (rχ2 = 0.004).  We found that 
the T-786 → C-polymorphism of the eNOS gene influence the 
power and efficiency of the functioning of the cardiorespiratory 
system of athletes during exercise.
Key words: endothelial NO-synthase, gene polymorphism, 
muscle activity, physical exercise, inherited predisposition 
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С.Ю. Ціпоренко 

Вплив імунокорекції на запальний процес  
урогенітального тракту у чоловіків з безпліддям

Досліджували концентрації металопротеїназ, про- та протизапальних цитокінів, маркерів активації 
лімфоцитів у сім’яній плазмі чоловіків з малосимптомними формами хронічного запалення урогенітального 
тракту, ускладненого безпліддям. Встановлено зрушення цитокінового профілю, зниження концентрації 
металопротеїнази-2 (576,4±89,3 нг/мл, Р<0,001), хемокінів – фракталкіну (16,3±1,3 пг/мл, Р<0,001) і 
хемокін, регульований активацією, експресією і секрецією нормальних Т-клітин (РАНТЕС; 12,7±1,0 пг/
мл, Р<0,001), істотне збільшення вмісту інтерлейкіну (ІЛ)-8 (215,5±7,8 пг/мл, Р<0,01) та моноцитарного 
хемотаксичного фактора 1 (926,4±30,2 пг/мл, Р<0,001), збільшення індексу CD25+/CD95+, що вказує на 
порушення процесів апоптозу патологічних форм генеративних клітин і накопичення їх у спермі. Тривалий 
запальний процес у статевих органах супроводжується виснаженням локальної імунної системи, наслідком 
чого є розвиток інфертильності. Встановлено різноспрямовані зсуви співвідношення IЛ-10/IЛ-12: його 
збільшення відмічалося у групі осіб із підвищеним рівнем гіперголівчатих сперматозоїдів, а змен-
шення при мікросоматичному морфотипі сперматозоїдів. Отримані результати підкреслюють 
важливість мікрооточення у процесі дозрівання гамет. Показано, що включення алфагіну і гепатомаксу 
в комплекс імунореабілітації чоловіків з малосимптомними формами урогенітальних інфекцій призводить до 
поліпшення субпопуляційного складу лейкоцитів сперми, до нормалізації концентрацій про-та протизапальних 
цитокінів, і, отже, до збільшення запліднюючого потенціалу.
Ключові слова: чоловіче безпліддя, сперматозоїди, сім’яна плазма, металопротеїнази, цитокіновий 
профіль, маркери активації лімфоцитів. 
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Вступ

Серед важливих напрямів сучасних наукових 
досліджень є вивчення системи протеолізу як 
особливої форми біологічної регуляції функ-
цій організму. Остання активується в живих 
організмах під впливом мікробів, наслідком 
чого є утворення різноманітних біологіч-
но активних речовин – ензимів, гормонів, 
пептидів, амінокислот тощо. Протеолітичні 
ензими, яким властива висока біологічна 
активність, беруть участь у функціонуванні 
різних органів і систем організму та в регу-
ляції біологічних процесів. Останні не тільки 
здійснюють неспецифічний розпад білкових 
молекул, але й контролюють функції та сис-
теми організму, що реалізується в реакціях 
загального й обмеженого протеолізу. За су-
часними уявленнями, саме ензими протеолізу 

підтримують рівновагу між загибеллю та 
деградацією клітин і їхнім відновленням [2]. 
У цих процесах беруть участь 4 класи проте-
олітичних ферментів – матриксні металопро-
теїнази, цистеїнові та серинові протеїнази, 
а також аспартатпротеїназа катепсин D [7]. 
Матричні металопротеїнази (ММП) – роди-
на позаклітинних цинквмісних протеїназ. 
Сьогодні відомо близько 30 ММП, їхня роль 
у процесах морфогенезу, апоптозу, ремо-
делювання та резорбції тканин продовжує 
вивчатись [10, 17]. Існує п’ять типів ММП: 
колагенази (ММП-1, -8 та -13), желатинази 
(ММП-2 та -9), стромелізини (ММП-3, -10, 
-11), еластази (ММП-7, -12) та мембранний 
тип (MT-MMП, MMП-14, -15, -16 та -17). 

ММП секретуються як запальними, так 
і стромальними клітинами у відповідь на 
екзогенні стимули та прозапальні цитокіни: 
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фактор некрозу пухлин (ФНП)-α, інтерлейкін 
(ІЛ)-1β. Понижують секрецію ММП інтерфе-
рон (ІФН)-γ, IЛ-4 і IЛ-10 [6].

Субстратом для желатиназ ММП-2 та 
ММП-9 є колаген I, IV, V, VII та X типів, 
еластин, фібронектин, IЛ-1β, IЛ-2, IЛ-8, IЛ-
15, трансформуючий фактор росту (ТФР)-β, 
хемокіни, ІФН-β, розчинні форми рецепторів 
для низки інтерлейкінів тощо. Встановлено 
вплив ММП-3, ММП-8, ММП-13, ММП-14, 
ММП-28 на вміст хемокінів: фракталкіну, 
IЛ-8, хемокіну регульованого активацією, 
експресією і секрецією нормальних Т-клітин 
(РАНТЕС) [8,15], що свідчить про їх участь 
у розвитку запального процесу. Активність 
ММП регулюється тканинними інгібіторами 
металопротеїназ (ТІМП) [5]. Досліджено 
роль ММП у функціонуванні чоловічої ре-
продуктивної системи та у запліднюючій 
здатності сперми [11]. Продемонстровано 
підвищений вміст ММП-2 та ММП-9 у се-
креті передміхурової залози та сім’яників 
у чоловіків із гіперплазією простати [12]. 
Концентрації ММП-2 і ММП-9 та їх інгібіто-
рів ТІМП-1 і ТІМП-2 вивчались у чоловічій 
спермі при різних формах патоспермії [4]. 
Вважається що ТІМП-1 є специфічним для 
ММП-9, а ТІМП-2 для ММП-2 [8]. Цілком 
зрозуміло, що під час запального процесу 
в урогенітальному тракті чоловіків вміст 
цитокінів і біологічних активних речовин, 
що регулюють їх функціональну активність 
зазнають певних змін. У чоловіків з наявніс-
тю хронічої урогенітальної інфекції було за-
реєстровано суттєве зростання концентрації 
низки цитокінів – IЛ-1β, IЛ-5, IЛ-6, IЛ-13, 
IЛ-15, IЛ-17, IЛ-23, ІФН-α, моноцитарного 
хемотаксичного фактора (МХФ) та меншою 
мірою – IЛ-2, IЛ-10, IЛ-12, IЛ-18, ФНП-α, 
ІФН-γ [14]. Підвищений вміст цих медіато-
рів запалення вказує на залучення імунних 
факторів для захисту чоловічого генітального 
тракту. Ці зміни більш вагомі при розвитку 
ускладнень, зокрема, інфертильності. Ви-
вчення особливостей взаємодії цитокінів і 
металопротеїназ під час запалення в чолові-

чих геніталіях, очевидно, матиме не тільки 
діагностичне та терапевтичне значення але й, 
можливо, вирішуватиме питання збільшення 
запліднюючого потенціалу [10].

Комплексна медикаментозна протиза-
пальна терапія при малосимптомних уро-
генітальних запальних процесах не завжди 
забезпечує стійкий терапевтичний ефект, 
оскільки її результати залежать від біологіч-
них властивостей збудників, стану системи 
імунітету та природної резистентності паці-
єнта. Виходячи з цього, в сучасних умовах 
велика увага приділяється вивченню ефек-
тивності імуноактивних препаратів у ліку-
ванні хворих з хронічною урогенітальною 
патологією.

Слід підкреслити, що ефективні методи 
імунокорекції чоловіків з хронічною уроге-
нітальною інфекцією не розроблено. Тому 
нашу увагу привернули сучасні імуноактив-
ні препарати алфагін (виробник «Гербіон», 
Пакистан) і гепатомакс (виробник «Будьте 
здорові», Україна) при імунокорекції паці-
єнтів з безсимптомними формами хронічної 
урогенітальної інфекції.

Метою роботи було дослідження в сім’я-
ній плазмі чоловіків з хронічним запаленням 
урогенітального тракту (ХЗУТ) цитокінів 
про- та протизапальної дії, маркерів актива-
ції лімфоцитів CD4+CD25+, CD4+HLA-DR4+ 
та CD4+CD95+, металопротеїназ ММП-2, 
ММП-9 та їх інгібіторів ТІМП-1, ТІМП-2 й 
патогенетичне обґрунтування використання 
імуноактивних препаратів алфагін та гепа-
томакс. 

Методика

Інфертильні чоловіки (58 осіб), які брали 
участь у дослідженні, отримували курс іму-
нокорекції. При цьому 28 пацієнтам було 
призначено комбінований імуноактивний 
препарат алфагін по одній капсулі двічі на 
день упродовж місяця та гепатомакс по од-
ній капсулі тричі на день, також упродовж 
одного місяця, а решта 30 пацієнтів прийма-
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ли загальноприйняте лікування. Протокол 
дослідження було схвалено біоетичним ко-
мітетом Луганського державного медичного 
університету. Усі пацієнти дали письмову 
інформовану добровільну згоду на участь у 
дослідженні.

Критерієм відбору пацієнтів у досліджен-
ня була відсутність запальної лейкоцитарної 
реакції та патологічної мікрофлори в сечо-
видільному каналі, секреті передміхурової 
залози та сім’яників, а також у спермі. Три-
валість безпліддя становила 3–6 років. Вік 
обстежених від 24 до 40 років. На початок 
обстеження пройшло більше ніж рік після 
завершення попереднього лікування. 

В анамнезі всі пацієнти перенесли інфек-
ції, що передаються статевим шляхом (хла-
мідії, уреаплазми, мікоплазми, герпесвірусна 
інфекція І/ІІ типу) від 1 до 6 років назад, 
результати клініко-лабораторного видужання 
були підтверджені бактеріоскопічним, бакте-
ріологічним, культуральним і ПЛР-методами. 

	 Аналіз сперми проводили через півго-
дини після еякуляції та згідно з інструкцією 
ВООЗ [16]. Враховували концентрацію спер-
матозоїдів, рН сім’яної рідини, вміст лейко-
цитів та їх популяцій (гранулоцити, макрофа-
ги, лімфоцити). Пацієнтів із лейкоспермією 
не включали у дослідження. Для визначення 
морфології використовували фарбування за 
Папаніколау [13]. 

У сироватці крові та в сім’яній плазмі 
імуноферментним методом на лаборатор-
ному оснащенні Sanofi diagnostic Pasteur 
(Франція) за допомогою сертифікованих в 
Україні тест-систем виробництва ProCon 
(«Протеиновый контур», РФ) вивчали вміст 
таких цитокінів: IЛ-1β, IЛ-2, IЛ-4, IЛ-6, IЛ-
10, ФНП-α. Концентрацію ІФН-γ визначали, 
використовуючи сертифіковані в Україні 
тест-системи виробництва НПО «Диагности-
ческие системы» (РФ). Вміст цитокінів IЛ-8 
та МХФ-1 досліджували у сироватці крові та 
в плазмі сперми імуноферментним методом 
за допомогою тест-системи «ИФА-БЕСТ» 
фірми ООО «Вектор-Бест», (РФ), вміст РАН-

ТЕС та фракталкіну – тест-системи фірми 
«RayBiotech, Inc.» (США). Концентрації 
цитокінів IЛ-12 та IЛ-18 у сироватці крові 
та в сім’яній плазмі визначали імунофер-
ментним методом за допомогою аналізатора 
«STAT-FAX-303 PLUS» (США) при довжині 
хвилі 492 нм. Для визначення вмісту лім-
фоцитів, які на своїй поверхні експресують 
рецептори функціональної активації клітин 
CD4+CD25+, CD4+CD95+, CD4+HLA-DR4+ 
(TRAIL-рецептор 1), використовували ери-
троцитарний діагностикум з моноклональни-
ми антитілами виробництва НВЦ «МедБио
Спектр» (РФ). Обчислювали співвідношення 
імунологічних індексів – IЛ-2/IЛ-4, IЛ-10/
IЛ-12 та CD25+/CD95+. Вміст ММП-2, ММП-
9, ТІМП-1 та ТІМП-2 визначали у плазмі 
сперми імуноферментним методом за допо-
могою тест-ситеми Biotrak («Amersham int.», 
Великобританія). 

Контрольні значення концентрацій усіх 
вищезазначених цитокінів отримано під час 
дослідження 24 фертильних чоловіків без 
клінічних ознак хвороби.

Статистичний аналіз проводили на пер-
сональному комп’ютері за допомогою пакета 
програми «MedStat» [1]. При цьому для пе-
ревірки показників на нормальний розподіл 
використовували критерій χ2. Обчислювали 
медіану, 25%-й квартиль, 75%-й квартиль, 
довірчі інтервали. Для порівняння показників 
використовували критерій χ2, двобічну кри-
тичну ділянку. Для аналізу наявності та сили 
зв’язку розраховували коефіцієнт парної коре-
ляції Кендала – τ. Проводили кількісну оцінку 
ефекту імунокорекції – обчислювали зниження 
абсолютного та відносного ризиків, а також 
кількість хворих, яких потрібно пролікувати.

Результати та їх обговорення

Слід відмітити, що у плазмі сперми чоловіків 
із ХЗУТ концентрація ММП-2 достовірно 
знижувалася, кратність різниці була 2,9, вміст 
ММП-9, ТІМП-1 та ТІМП-2 не відрізнявся 
від контрольних значень (табл. 1). 

Вплив імунокорекції на запальний процес урогенітального тракту
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Результати дослідження цитокінового 
профілю свідчать (табл. 2), що в обстежува-
них пацієнтів з безпліддям спостерігається 
достовірне збільшення в сім’яній плазмі 
концентрації IЛ-8 (215,5±7,8 пг/мл, Р<0,01), 
та МХФ (926,4±30,2 пг/мл, Р<0,001). 

Водночас у інфертильних чоловіків знач-
но знижувалася в сім’яній плазмі концентра-
ція IЛ-1β, IЛ-12, IЛ-18. Концентрації ФНП-α, 
IЛ-4, IЛ-6, IЛ-10, ІФН-γ не перевищували 
відповідні середні значення здорових чолові-
ків. Причому концентрації усіх вищевказаних 
цитокінів у периферичній крові пацієнтів із 
ХЗУТ коливалися в межах контролю. Досить 
цікавим виявилося вивчення співвідношення 
IЛ-10/IЛ-12. У літературі зазначається, що 
його зменшення є ключовим моментом у 
пригніченні ефективності локального імун-
ного захисту в нижніх відділах сечостатевого 
тракту, інгібіції клітинно-опосередкованої 
імунної відповіді та розвитку імуносупресії 
[18]. У нашому дослідженні спостерігалися 
різноспрямовані зсуви цього співвідношен-
ня у інфертильних чоловіків. Достовірне 
збільшення співвідношення IЛ-10/IЛ-12 від-
мічалося у групі осіб із підвищеним рівнем 
гіперголівчатих сперматозоїдів, а зменшення 
– при мікросоматичному морфотипі сперма-
тозоїдів. Отримані результати підкреслюють 
важливість мікрооточення у процесі дозрі-
вання гамет. У групі інфертильних чоловіків 

концентрація РАНТЕС була меншою за норму 
(12,7±1,0 пг/мл, Р<0,05), кратність різниці в 
середньому становила 3,2 раза, а у частини 
хворих (13 осіб) – 6,3 раза (середнє значення 
6,4±0,8 пг/мл, Р<0,001). Морфометрія спер-
ми у цієї групи пацієнтів показала гіперго-
лівчатий морфотип сперматозоїдів (τ=-0,86, 
Р=0,4). Вміст фракталкіну у плазмі сперми 
безплідних пацієнтів достовірно зменшував-
ся (16,3±1,3 пг/мл, Р<0,001) щодо контролю 
(29,4±1,5 пг/мл) . 

У хворих на ХЗУТ, яке ускладнене без
пліддям, спостерігався достовірно під-
вищений вміст CD4+CD25+ у спермі як у 
відносних, так і в абсолютних значеннях, 
що свідчить про посилену активність про-
тиінфекційного захисту. Вміст лімфоцитів у 
спермі інфертильних чоловіків з експресією 
CD4+CD95+ був підвищений у порівнянні з 
контрольною групою як у відносних, так і 
в абсолютних значеннях. Кратність різниці 
становила 1,5 раза. Водночас у 12 хворих 
(20,7 %) цей показник, навпаки, зменшувався 
відносно контролю, й середнє значення його 
було 9,0±1,1%, (Р<0,01), що було менше в 
1,3 раза від прийнятої норми. Знижений 
вміст імунокомпетентних клітин, готових до 
вступу в процес апоптозу, може призводити 
до дисбалансу в імунній системі. Про акти-
вацію протиінфекційного захисту свідчить 
тенденція до збільшення абсолютного числа 

Таблиця 1. Вміст металопротеїназ (ММП-2, ММП-9) і тканинних інгібіторів металопротеїназ  
(ТІМП-1, ТІМП-2) у сім’яній плазмі чоловіків із хронічним запаленням урогенітального тракту (ХЗУТ)  

(Ме±m [95%-й довірчий інтервал])

Показники,нг/мл Норма Чоловіки з ХЗУТ

ММП-2
1646,4±124,8

[1351,2;1967,4]
576,4±89,3*
[351,3;767,6]

ММП-9
47,4±9,7

[21,2;77,4]
44,9±8,5

[29,1;67,7]

ТІМП-1 23478,3±675,4  [21751,2;24867,4]
27547,6±704,7

[25424,5;28667,6]

ТІМП-2
4538,2±358,5

[3851,2;5367,4]
4794,5±289,9

[4021,6;5167,8]
*Р < 0,001. 
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Таблиця 2. Імунологічні показники плазми сперми чоловіків із хронічним запаленням урогенітального тракту 
(ХЗУТ) (Ме±m [95%-й довірчий інтервал])

Показники Норма Чоловіки з ХЗУТ

Інтерлейкін (IЛ)-1β, пг/мл
54,6±0,8

[51,2;67,4]
5,4±0,5 ***

[5,1;6,3]

IЛ-2, пг/мл
86,5±1,7

[63,4;89,5]
14,2±1,3***
[12,5;16,5]

IЛ-4, пг/мл
24,1±1,2

[23,5;32,7]
24,1±0,5

[23,1;25,6]

IЛ-6, пг/мл
34,1±1,2

[32,1;36,7]
32,2±1,4

[30,2;35,7]

IЛ-8, пг/мл
36,1±1,5

[35,4;40,3]
215,5±7,8 ***
[197,0;237,7]

IЛ-10, пг/мл
36,3±1,3

[32,2;39,4]
35,1±1,3

[32,5;41,5]

IЛ-12, пг/мл
13,6±1,4

[11,8;15,8]
9,6±0,3*
[8,3;10,2]

IЛ-18, пг/мл
28,1±0,8

[25,6;30,4]
21,0±0,6***
[16,8;22,5]

IЛ-2/ IЛ-4
3,5±0,3
[2,9;5,1]

0,6±0,2***
[0,4;1,7]

IЛ-10/ IЛ-12
2,7±0,2
[2,2;5,4]

3,7±0,32**
[2,0;6,7]

Моноцитарний
хемотаксичний фактор (МХФ), пг/мл

82,4±1,4
[78,8;80,3]

926,4±30,2***
[845,1;969,6]

Фактор некрозу пухлин α, пг/мл
12,9±0,5

[11,2;15,9]
12,1±0,9

[11,5;15,2]
Хемокін, регульований активацією, 
експресією і секрецією нормальних 

Т-клітин (РАНТЕС), пг/мл

40,5±2,2
[37,6;43,5]

12,7±1,0 ***
[9,8;14,6]

Фракталкін, пг/мл
29,4±1,5

[26,1;32,0]
16,3±1,3***
[12,9;18,4]

Інтерферон (ІФН)-γ, пг/мл
5,3±0,2
[5,0;5,7]

5,1±1,2
[4,3;7,1]

CD4+CD25+, %
10,7±1,5
[9,3;14,4]

16,3±1,4**
[12,5;19,6]

CD4+CD95+, %
11,8±1,2
[8,1;14,0]

17,9±1,3 **
[10,3;21,1]

CD4+HLA-DR4+, %
1,2±0,2
[0,9;1,4]

1,8±0,2*
[1,4;1,9]

CD25+/CD95+ 0,90±0,14
[0,80;1,12]

0,97±0,12*
[0,96;1,22]

* Р < 0,05, **Р < 0,01, ***Р < 0,001. 
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клітин з експресією CD4+HLA-DR4+ у цій 
групі хворих. Відповідно до літературних да-
них [3] ми обчислювали відношення CD25+/
CD95+. Слід відмітити, що існує позитивний 
кореляційний зв’язок між підвищеним його 
значенням та наявністю гіперголівчатих 
сперматозоїдів. Водночас збільшення цього 
індексу спостерігалося у групі інфертильних 
чоловіків. Достовірне зменшення співвідно-
шення CD25+/CD95+ спостерігалося у групі 
інфертильних чоловіків, спермометрія в яких 
встановила переважання нормосоматичних 
форм сперматозоїдів. Отримані результати 
свідчать, на наш погляд, про токсичну дію 
активованих лімфоцитів у спермі на тлі при-
гнічення процесів апоптозу. 

Як показали результати нашого дослі-
дження, розвиток такого ускладнення у 
чоловіків, як інфертильність на тлі хро-
нічного запалення урогенітального тракту, 
супроводжується не тільки зрушенням 
мікрооточення, але й патоморфологічними 
змінами генеративних клітин. У літературі 
зазначається [9], що ММП-2 інактивує низку 
хемокінів – фракталкін, РАНТЕС і проза-
пальні цитокіни – IЛ-1β, ФНП-β. Протеоліз 
IЛ-8 під впливом ММП-9, навпаки, підвищує 
активність цього цитокіну [15]. ММП-9, 
інактивуючи ІФН-γ, може призводити до 
тривалого перебігу запального процесу [10]. 
Інфламація характеризується зазвичай підви-
щеними концентраціями металопротеїназ [6], 
проте обстеження чоловіків із ХЗУТ вказує, 
навпаки, на зменшення вмісту ММП-2 та 
норму ММП-9 у сироватці сперми поряд із 
зниженими концентраціями прозапальних 
цитокінів IЛ-1β, IЛ-2, IЛ-12, IЛ-18. Це може 
свідчити про виснаження локальної відповіді 
імунної системи, незважаючи на нормальні 
імунологічні показники в системному кро-
вообігу. Змінені параметри цитокінового 
профілю в урогенітальному тракті, очевидно, 
негативно впливають на процеси матурації, 
наслідком чого є переважання патологічних 
форм сперматозоїдів у групі інфертильних 
чоловіків. Таким чином, визначення зни-

ження концентрації ММП-2 у плазмі сперми 
може слугувати негативною прогностичною 
ознакою розвитку інфертильності. 

У наступній серії досліджень проводили 
імунокорекцію 58 інфертильним чоловікам, 
в яких було встановлено дисбаланс субпо-
пуляцій лейкоцитів у спермі. При цьому 
вивчалась ефективність і перспективність 
використання у чоловіків (28 осіб – 48,3 %) 
з малосимптомними формами урогенітальної 
інфекції препаратів рослинного походження 
алфагін і гепатомакс (дослідна група). Гру-
па контролю (30 осіб – 51,7 %) отримувала 
загальноприйняті засоби. Зміни субпопу-
ляційного складу лейкоцитів в обох групах 
були однотиповими. Повторне дослідження 
сперми після проведення курсу імунореабі-
літації встановило тенденцію до покращення 
дисбалансу субпопуляцій лейкоцитів у біль-
шості пацієнтів першої групи. Так, у 24 осіб 
(85,7 %) кількість гранулоцитів, моноцитів 
та лімфоцитів нормалізувалася. У решти (4 
особи – 14,3 %) число лімфоцитів залишалося 
дещо вищим від норми, виявлено мікросома-
тичний морфотип сперматозоїдів. 

Дослідження концентрації ММП-2 у 
спермі показало достовірне її збільшення у 
групі, яка приймала алфагін із гепатомаксом 
та не відрізнялася від норми (Р>0,01). У групі 
контролю вміст ММП-2 у спермі залишався 
нижчим від норми, хоча й мав тенденцію до 
підвищення (Р<0,05).

Після проведеного курсу імунореабіліта-
ції достовірно зменшився вміст IЛ-8 і МХФ 
та підвищився вміст IЛ-1β, IЛ-2, IЛ-12, IЛ-18 
у дослідній групі (табл. 3). 

Водночас у групі контролю лише відміча-
лася тенденція до нормалізації їх концентра-
цій та відбувалася позитивна динаміка покра-
щення субпопуляційного складу лейкоцитів 
у спермі, але суттєво менша, ніж у пацієнтів 
дослідної групи. Поряд з цим застосування 
алфагіну в комбінації з гепатомаксом сприяло 
поліпшенню самопочуття хворих, підвищен-
ню працездатності, забезпечило відновлення 
апетиту, покращення емоційного стану, нор-
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Таблиця 3. Вплив алфагіну та гепатомаксу на вміст імунологічних показників плазми сперми  
безплідних чоловіків (Ме±m [95%-й довірчий інтервал])

Показники Норма До лікування
Після лікування

Алфагін і гепатомакс
Загальноприйняті засо-

би (контроль)

Інтерлейкін (IЛ)-1β, пг/мл
54,6±0,8 

[51,2;67,4]
5,4±0,5 ***

[5,1;6,3]
53,1±0,45
[50,5;64,3]

38,4±0,7** [33,3;41,3]

IЛ-2, пг/мл
86,5±1,7 

[63,4;89,5]
14,2±1,3***
[12,5;16,5]

84,6±1,4
 [64,5;88,4]

65,2±1,5**
[50,5;71,4]

IЛ-4, пг/мл
24,1±1,2 

[23,5;32,7]
24,1±0,5

[23,1;25,6]
24,5±1,4

 [23,4;30,2]
25,0±1,4

 [24,1;26,2]

IЛ-6, пг/мл
34,1±1,2 

[32,1;36,7]
32,2±1,4

[30,2;35,7]
35,3±1,2

[31,9;37,4]
32,8±1,4

 [29,2;37,1]

IЛ-8, пг/мл
36,1±1,5

[35,4;40,3]
215,5±7,8 ***
[197,0;237,7]

37,5±1,5
[36,1;41,4]

85,5±7,4**
[39,5;104,6]

IЛ-10, пг/мл
36,3±1,3 

[32,2;39,4]
35,1±1,3

[32,5;41,5]
35,6±1,4

[33,0;38,5]
34,5±1,4

 [32,2;41,3]

IЛ-12, пг/мл
13,6±1,4 

[11,8;15,8]
9,6±0,3*
[8,3;10,2]

12,4±1,3 [11,3;14,6]
9,4±2,0*

 [7,4;11,5]

IЛ-18, пг/мл
28,1±0,8 

[25,6;30,4]
21,0±0,6***
[16,8;22,5]

27,3±0,5 
[25,3;31,4]

22,6±1,4** [18,4;24,2]

IЛ-2/ IЛ-4
3,5±0,3 
[2,9;5,1]

0,6±0,2***
[0,4;1,7]

3,4±0,5
 [2,4;5,6]

2,4±0,*
[1,3;2,8]

IЛ-10/ IЛ-12
2,7±0,2 
[2,2;5,4]

3,7±0,32**
[2,0;6,7]

2,8±0,5
 [2,2;5,2]

3,6±0,4** 
[2,9;4,6]

Моноцитарний хемотаксичний 
фактор, пг/мл

82,4±1,4 
[78,8;80,3]

926,4±30,2***
[845,1;969,6]

83,4±1,3 
[77,7;80,]

454,2±34,5*** 
[39735;543,5]

Фактор некрозу пухлин α, пг/мл
12,9±0,5 

[11,2;15,9]
12,1±0,9

[11,5;15,2]
11,9±0,73

[11,4;14,49]
12,7±1,1 

[10,7;15,8]
Хемокін, регульований активацією, 
експресією і секрецією нормальних 

Т-клітин (РАНТЕС), пг/мл

40,5±2,2 
[37,6;43,5]

12,7±1,0 ***
[9,8;14,6]

40,2±4,2 
[30,5;46,5]

31,4±1,4**
[29,4;34,5]

Фракталкін, пг/мл
29,4±1,5 

[26,1;32,0]
16,3±1,3***
[12,9;18,4]

27,4±1,6 
[25,3;32,5]

17,5±1,2*** [15,4;19,7]

Інтерферон-γ, пг/мл
5,3±0,2 
[5,0;5,7]

5,1±1,2
[4,3;7,1]

5,5±0,5
 [5,0;5,9]

5,3±1,3
[4,5;6,7]

CD4+CD25+, %
10,7±1,5
[9,3;14,4]

16,3±1,4**
[12,5;19,6]

10,5±145
[9,8814,4]

15,5±1,0** [13,9;17,5]

CD4+CD95+, %
11,8±1,2
[8,1;14,0]

17,9±1,3 **
[10,3;21,1]

12,1±1,2
[8,5;13,4]

16,7±1,4** [15,3;17,9]

CD4+HLA-DR4+, % 
1,2±0,2
[0,9;1,4]

1,8±0,2*
[1,4;1,9]

1,4±0,4
[0,9;1,49

1,5±0,2* 
[1,2;1,8]

CD25+/CD95+ 0,90±0,07
[0,80;1,12]

0,97±0,12*
[0,96;1,22]

0,91±0,05
[0,87;1,21]

0,94±0,07* [0,89;1,21]

*Р < 0,05, **Р < 0,01, ***Р < 0,001.  
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малізацію сну, зменшення дратівливості та 
проявів емоційної лабільності. 

Проводячи кількісну оцінку ефекту 
імунореабілітації алфагіном в комбінації з 
гепатомаксом у хворих на малосимптомні 
форми урогенітальної інфекції встановлено, 
що запропонований метод знижує неефек-
тивність лікування на 54,6 % (інтервальна 
оцінка: 26,0–72,1%, Р=0,05) у порівнянні з 
загальноприйнятими методами. Запропо-
нований методичний підхід знижує ризик 
його неефективності в 5,6 раза (інтервальна 
оцінка: 2,95–11,31 раза, Р=0,05) в порівнянні 
з контрольним методом лікування. Причому 
кількість хворих, яких необхідно пролікувати 
становить 2,1 пацієнта (інтервальна оцін-
ка: 1,2–5,2 пацієнта, Р=0,05) , тобто слід 
пролікувати 2–3 чоловіків у порівнянні зі 
стандартним методом терапії, щоб отримати 
додатково вилікуваного хворого. 

Висновки

1. При хронічному запаленні в урогенітально-
му тракті чоловіків зрушується вміст про- та 
протизапальних цитокінів, знижується кон-
центрація ММП-2, хемокінів – фракталкіну 
та РАНТЕС, різко збільшується вміст IЛ-8, 
МХФ-1 та збільшується співвідношення 
CD25+/CD95+. Це вказує на порушення про-
цесів апоптозу патологічних форм генератив-
них клітин, що призводить до їх накопичення 
у спермі.

2. Тривалий запальний процес у стате-
вих органах супроводжується виснаженням 
локальної імунної відповіді, наслідком чого 
є розвиток інфертильності.

3. Включення алфагіну та гепатомаксу 
в імунокорекцію чоловіків з малосимптом-
ними формами урогенітальних інфекцій 
покращує субпопуляційний склад лейкоцитів 
сперми, усуває морфофункціональні зміни 
сперматозоїдів та нормалізує концентрації 
про- та протизапальних цитокінів, що про-
являється збільшенням їх запліднюючого 
потенціалу. 

С. Ю. Ципоренко

Влияние иммунокорекции на вос­
палительный процесс в урогени­
тальном тракте у мужчин с беспло­
дием

Изучали концентрации металлопротеиназ, про- и проти-
вовоспалительных цитокинов, маркеров активации лим-
фоцитов в семенной плазме мужчин с малосимптомными 
формами хронического воспаления урогенитального 
тракта, осложненного бесплодием. Установлено сдвиги 
цитокинового профиля, снижение концентрации метал-
лопротеиназы-2 (576,4±89,3 нг/мл, Р<0,001), хемокинов 
– фракталкина (16,3±1,3 пг/мл, Р<0,001) и хемокина, регу-
лируемого активацией, экспрессией и секрецией нормаль-
них Т-клеток (РАНТЕС) (12,7±1,0 пг/мл, Р<0,001), резкое 
увеличение содержания интерлейкина (ИЛ)-8 (215,5±7,8 
пг/мл, Р<0,01), моноцитарного хемотаксического фактора 
1 (926,4±30,2 пг/мл, Р<0,001) и увеличение индекса CD25+/
CD95+. Это указывает на нарушение процессов апоптоза 
патологических форм генеративних клеток и накопление 
их в сперме. Длительный воспалительный процесс в по-
ловых органах сопровождается истощением локального 
имунного ответа, следствием чего является развитие 
инфертильности. Установлено разнонаправленные сдвиги 
соотношения ИЛ-10/ИЛ-12: его увеличение отмечалось 
в группе лиц с повышенным уровнем гиперголовчатых 
сперматозоидов, а уменьшение при микросоматическом 
морфотипе сперматозоидов. Полученные результаты 
подчеркивают важность микроокружения в процессе 
созревания гамет. Показано, что включение алфагина и 
гепатомакса в иммунореабилитацию мужчин с малосимп-
томными формами урогенитальных инфекций приводит к 
улучшению субпопуляционного состава лейкоцитов спер-
мы, к нормализации концентраций про- и противовоспа-
лительных цитокинов, и, следовательно, к увеличению 
оплодотворяющего потенциала.
Ключевые слова: мужское бесплодие, сперматозоиды, 
семенная плазма, металлопротеиназы, цитокиновый про-
филь, иммунореабилитация, алфагин, гепатомакс.

S. Yu. Tsiporenko

Influence of immunocorrection  
on the inflammatory process  
in the urogenital tract  
in men with infertility

We studied the concentration of metalloproteinases, pro-and 
anti-inflammatory cytokines, lymphocyte activation mark-
ers in seminal plasma of men with oligosymptomatic forms 
of chronic inflammation of the urogenital tract complicated 
with infertility. It was shown that chronic inflammation of 
the urogenital tract shifts the levels of cytokine profile, re-
duces the concentration of metalloproteinase-2 (576,4±89,3 
ng/ml, Р<0,001), chemokines – fractalkine (16,3±1,3pg/ml, 

С.Ю. Ціпоренко
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Р<0,001) and chemmmokine regulated by activation, expres-
sion and secretion of normal T-cells (RANTES (12,7±1,0 pg/
ml, Р<0,001). Additionally, we observed a sharp increase in 
IL-8 (215,5±7,8 pg/ml, Р<0,01), MCP-1 (926,4±30,2 pg/ml, 
Р<0,001) and elevation of the CD25 + / CD95 + ratio. These 
observations point for alterations in apoptotic mechanisms 
in pathological forms of the generative cells and their accu-
mulation in the sperm. Prolonged inflammation of the genital 
area is accompanied by depletion of the local immune system 
resulting in the development of infertility. The multidirectional 
shifts in IL-10/IL-12 index have been established: an increase 
in the group of patients with elevated level of hypercapitated 
spermatozoa and its reduction in microsomatic morphotype 
of spermatozoa. These data emphasize the importance of the 
microenvironment in maturation of gametes. It was shown 
that an inclusion of alfagin and gepatomax in immunoreha-
bilitation of men with oligosymptomatic forms of urogenital 
infections improves leukocyte subpopulation content of sperm 
and concentrations of pro-and anti-inflammatory cytokines, 
and therefore, results in an increase in fertilizing potential.
Key words: male infertility, sperm, seminal plasma, metallo-
proteinases, cytokine profile, immunorehabilitation, alfagin, 
hepatomax.

Lugansk State Medical University
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УДК 615.838(477.8):616(075):616.151:616.4(075.8):616.43(083):616.441(048)

Н.В. Козявкіна, Л.Г. Бариляк, О.Р. Янчій, О.Л. Фучко

Тиреотропні ефекти води Нафтуся, їх вегетативний 
прояв і можливість прогнозування

В клініко-фізіологічному спостереженні за 32 чоловіками віком від 25 до 60 років, хворих на хронічний 
безкам’яний холецистит в фазі ремісії, виявлено, що через 75–85 хв після вживання біоактивної 
води Нафтуся (3 мл/кг, t0 18–20 0C) рівень в плазмі загального трийодтироніну (Т3) у 14 осіб сут-
тєво не змінюється, у 9 – знижується на 0,26±0,10 нмоль/л або 11 %, а у інших 9 – підвищується на 
0,29±0,04 нмоль/л або 17 %. Зміни вмісту Т3 корелюють негативно зі змінами абсолютної (r=-0,55) і 
відносної (r=-0,47) спектральної потужності (СП) ультранизькочастотної компоненти варіабель-
ності серцевого ритму (ВСР) та позитивно (r=0,46) – зі змінами відносної СП низькочастотної 
компоненти ВСР. Із врахуванням слабкої кореляції з параметром ВСР pNN50 (r=-0,21) коефіцієнт 
канонічної кореляції (R) між змінами вмісту Т3 і показників ВСР сягає 0,68 (P=0,002). З іншого боку, 
зміни вмісту Т3 корелюють з його початковим рівнем (r=-0,46), а також з початковими рівнями 
моди (r=-0,40), її амплітуди (r=0,30) та абсолютної СП низькочастотної компоненти ВСР (r=-
0,33), тобто тиротропні ефекти Нафтусі кондиціонуються цими показниками на 30 % (R=0,55; 
P=0,038). Методом дискримінантного аналізу виявлено 14 початкових показників-предикторів, 
за сукупністю яких характер тиротропного ефекту Нафтусі прогнозується з точністю 100 %.
Ключові слова: біоактивна вода Нафтуся, трийодтиронін, варіабельність серцевого ритму, про-
гнозування.
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ВСТУП

В попередніх експериментальних і клініко-
фізіологічних дослідженнях трускавецької 
наукової школи бальнеології показано, 
що курсове вживання біоактивної води 
Нафтуся (БАВН) – головного лікуваль-
ного засобу курорту Трускавець – чинить 
поліваріантний тиреотропний вплив [5, 11, 
12, 19]. З’ясовано, що характер курсового 
тиреотропного ефекту (ТЕ) зумовлений 
низкою початкових нейрогормональних, 
метаболічних, імунних, гемодинамічних і 
клінічних показників і піддається надійно-
му прогнозуванню за їх сукупністю [5, 12, 
18]. Разом з тим залишається нез’ясованим 
ранньопочатковий ТЕ БАВН, тобто зміни 
тиреоїдної функції незабаром після вжи-
вання лікувальної води, що й стало метою 
нашого дослідження.

МЕТОДИКА

Проведено клініко-фізіологічне спостережен-
ня за 32 чоловіками віком від 25 до 60 років, 
які проходили відновне лікування хронічного 
безкам’яного холециститу в фазі ремісії на 
курорті Трускавець. При роботі дотриму-
валися всіх етичних принципів обстеження 
людей. Одержано дозвіл від Комітету з 
біомедичної етики Інституту фізіології ім.  
О.О. Богомольця НАН України. 

У підготовчому періоді проводили анке-
тування для оцінки рівня особистої тривож-
ності за шкалою Спілбергера-Ханіна [6], реє-
стрували з допомогою апаратно-програмного 
комплексу „КардиоЛаб+ВСР” („ХАИ-МЕ-
ДИКА”, Харків) електрокардіограму у II ст. 
відведенні для оцінки показників варіабель-
ності серцевого ритму (ВСР) [1, 2], забирали 
з ліктьової вени пробу крові для визначення 
вмісту в її плазмі загального трийодтироніну 
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(методом твердофазного імунофермент-
ного аналізу з використанням аналізатора 
„Tecan”, Oesterreich і набору реагентів ЗАО 
„Алкор Био”, СПб., РФ [10]). Після цього 
пацієнт вживав БАВН (3 мл/кг,  18–20 0C), 
а ще через 75–85 хв (коли пацієнти курор-
ту зазвичай приймають їжу) проводили 
повторне тестування. Тиреотропний ефект, 
а також супутні зміни показників ВСР оці-
нено методом прямих різниць. Застосовано 
статистичні методи варіаційного, кореляцій-
ного, множинно-регресивного, канонічного і 
дискримінантного аналізів з використанням 
пакета програм Statistica 5.5.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Базальний вміст загального трийодтироніну 
(Т3) у 30 осіб знаходився в межах 1,49÷3,01 
нмоль/л, який вкладається у діапазон норми: 
1,1–3,1 нмоль/л [10], і лише у 2 виявлено не-
значне перевищення верхньої межі (до 3,21 і 
3,64 нмоль/л). Через 75–85 хв після вживання 
БАВН у 9 осіб вміст Т3 знижувався пересіч-
но на 0,26±0,10 нмоль/л або 11 % (P=0,02), 
від 2,36±0,18 нмоль/л до 2,10±0,18 нмоль/л. 
Натомість у інших 9 пацієнтів, навпаки, 

виявлено приріст індивідуальних рівнів Т3 
пересічно на 0,29±0,04 нмоль/л або 17 % 
(P<0,001), від 1,69±0,05 до 1,98±0,04 нмоль/л. 
Разом з тим у більшості випадків вміст Т3 
залишався стабільним: середні значення 
2,21±0,15 і 2,21±0,15 нмоль/л до та після 
вживання БАВН, середня різниця 0,00±0,02 
нмоль/л. Отже, БАВН чинить у 28 % обсте-
жених гальмівний, а у 28 % – стимулюваль-
ний терміновий ТЕ, не впливаючи суттєво 
(квазінульовий ефект) на тиреоїдну функцію 
щитоподібною залози у 44 % пацієнтів.

З огляду на підлеглість тиреоїдної функції 
щитоподібною залози нервовим регулятор-
ним впливам нами проаналізовано супутні 
зміни показників ВСР, які відображують 
активність симпатичних і парасимпатич-
них регуляторних структур різних рівнів. 
Виявлено (табл. 1), що з-поміж показників 
Баєвського (первісних або класичних) галь-
мівний ТЕ супроводжується підвищенням на 
17 % амплітуди моди (АМо) – корелята сим-
патичного тонусу в поєднанні з тенденцією 
до зниження на 12 % варіаційного розмаху 
– корелята вагального тонусу. За таких умов 
індекс вегетативного балансу зростає на 29%, 
відображуючи його симпатотонічний зсув. 

Таблиця 1. Супутні зміни показників Баєвського за різних термінових тиреотропних ефектів біоактивної  
води Нафтуся

Показник
Тиреотропний ефект

Гальмівний (9) Квазінульовий (14) Стимулювальний (9)
до після ефект до після ефект до після ефект

Мода (Мо),  
мс

933
±42

906
±46

-28
±28

800
±39

829
±44

+29
±19

739
±52

683
±47

-56
±35

Амплітуда моди (АМо), 
%

43,9
±4,1

51,2
±4,1

+7,3
±2,3*

56,5
±5,6

49,1
±4,2

-7,4
±3,1*

53,9
±5,8

57,9
±5,3

+4,0
±2,7

Варіаційний розмах 
(ΔX), мс

216
±20

190
±19

-25
±14

170
±23

182
±22

+12
±18

177
±23

156
±21

-21
±16

Індекс вегетативного 
балансу (АМо/ΔX)

232
±38

298
±40

+67
±32*

493
±102

429
±117

-65
±86

388
±85

456
±85

+68
±66

Показник адекватності про-
цесів регуляції (АМо/Мо)

49
±6

59
±7

+10
±4*

74
±9

62
±6

-12
±5*

79
±13

89
±12

+10
±8

Примітка. Тут і надалі приведені середні значення та їх стандартні похибки до і після вживання БАВН 
та її ефекти (прямі різниці), *P<0,05.

Тиреотропні ефекти води Нафтуся
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При цьому збільшується на 20 % і показник 
адекватності процесів регуляції (ПАПР). 
При стимулювальному ТЕ зміни мають ана-
логічну скерованість, але невірогідні. На-
томість квазінульовий ТЕ супроводжується 
протилежними змінами згаданих показників, 
проте значущими є зниження лише АМо  
(-13 %) і ПАПР (-16 %).

З-поміж часових показників ВСР значущі 
супутні зміни виявлено стосовно лише SDNN 
(Standart Deviation of all NN intervals)– інди-
катора симпато-парасимпатичної модуляції, 
який знижується як за гальмівного ТЕ (на 
8±4 мс: від 47±6 до 39±5 мс), так і за сти-
мулювального (на 8±3 мс: від 40±7 до 32±5 
мс) ТЕ, не змінюючись за квазінульового ТЕ 
(37±5 і 40±5 мс).

Як  загальна  потужність  (ТР,  Tota l 
Power) спектру ВСР, так і  потужність 
її дуже низькочастотної (VLF, very low 
frequency) компоненти теж змінюються 
одно скеровано за  альтернативних ТЕ 
(табл. 2), проте ці зміни значущі лише 
за стимулюючого ТЕ. Натомість потуж-
ність ультранизькочастотної (ULF, ultra 
low frequency) компоненти ВСР проявляє 
різноскеровані тенденції до змін за різ-
носкерованих ТЕ: ріст за гальмівного і 
зниження – за стимулюючого ТЕ.

Таблиця 2. Супутні зміни спектральних показників варіабельності ритму серця за різних термінових  
тиреотропних ефектів біоактивної води Нафтуся 

Показник
Тиреотропний ефект

Гальмівний (9) Квазінульовий (14) Стимулювальний (9)
до після ефект до після ефект до після ефект

Загальна потужність спектрa 
(ПС) ВСР (TP), мс2

2484
±671

1733
±515

-751
±447

1670
±466

1967
±545

+297
±232

1923
±637

1148
±373

-775
±363*

ПС ультранизькочастотної 
компоненти ВСР (ULF), мс2

164
±97

194
±129

+30
±114

65
±18

58
±19

-7
±21

105
±29

67
±40

-38
±50

ПС дуже низькочастотної 
компоненти ВСР (VLF), мс2

1296
±464

716
±184

-580
±417

483
±101

499
±101

+16
±112

813
±200

485
±138

-328
±157*

ПС низькочастотної компо-
ненти ВСР (LF), мс2

683
±177

491
±126

-192
±127

570
±140

675
±154

+106
±134

524
±208

390
±107

-134
±144

ПС високочастотної компо-
ненти ВСР (HF), мс2

341
±104

333
±105

-8
±56

553
±257

735
±408

+182
±166

481
±284

207
±107

-274
±184

На думку різних авторів, потужність VLF-
компоненти ВСР відображує стан гуморальної 
регуляції (ренін–ангіотензин–альдостеронова 
система, вміст циркулюючих катехоламінів, 
системи терморегуляції [14,17]), церебраль-
ні ерготропні впливи на підлеглі рівні, стан 
нейрогуморального та метаболічного рівнів 
регуляції та може використовуватися як надій-
ний маркер ступеня зв’язку автономних рівнів 
регуляції кровообігу з надсегментарними, 
гіпофізарно-гіпоталамічним і кірковим [1, 
2], а інші [13, 15] пов’язують цей параметр з 
симпатичною активністю ВНС.

Менш неоднозначною є інтерпретація 
низькочастотної (LF) компоненти ВСР: 
вважається, що вона характеризує стан 
симпатичного відділу ВНС, зокрема систе-
ми регуляції судинного тонусу [1, 2], і/або 
симпато-парасимпатичну модуляцію баро-
рефлекторної природи [13–16]. Інтерпретація 
високочастотної (HF) компоненти ВСР визна-
чена як маркер парасимпатичної активності 
[1, 2, 13–16, 20]. Натомість інтерпретація 
ULF-компоненти в літературі досі відсутня.

Скринінг кореляційних зв’язків між змі-
нами Т3 – з одного боку, та показників ВСР 
– з іншого, виявив вірогідні (для вибірки 
із 32 осіб критична величина |r|>0,35 при 
Р<0,05 і >0,46 при P<0,01) зв’язки динаміки 
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Т3 з динамікою саме ULF: r=-0,55 стосовно 
абсолютної потужності (в мс2) і r=-0,47 
стосовно відносної потужності (у відсотках 
від ТР). Протилежна за характером кореля-
ція виявлена стосовно динаміки відносної 
потужності LF-компоненти ВСР (r=0,46). З 
урахуванням слабкого зв’язку (r=-0,21) з па-
раметром pNN50  (від англ. percent of interval 
differences of successive NN intervals greater 
then 50 ms) канонічна (загальна) кореляція 
між динамікою загального трийодтироніну 
та показників ВСР виявляється вельми силь-
ною (рисунок).

Залежність описується наступним рів-
нянням: 
ΔT3 = -0,020 – 0,0006•ΔULF (ms2) – 0,0048•ΔULF 
(%) + 0,0035•ΔLF (%) – 0,01•ΔpNN50 (%)
R=0,68; R2=0,46; F(4,3)=5,83; χ2

(4)=17,4; P=0,002
Застосування дискримінантного (роз-

пізнавального) аналізу уможливило вияв-
лення показників (дискримінантних змін-
них), за сукупністю змін яких всі три ТЕ 
БАВН вірогідно відрізняються. Методом 
forward stepwise [21] виділено сім розпіз-
навальних (класифікуючих) показників. 
Це, окрім Т3 (за визначенням) та вже зга-

даних абсолютної і відносної потужностей 
ULF, індикатори: активності симпатичної 
ланки регуляції (АМо), поточного рівня 
функціонування серцево-судинної сис-
теми як наслідку регуляторних впливів 
(ЧСС, HR), сумарного рівня активності 
регуляторних систем (ТР) та загальної 
ВРС (триангулярний індекс,  HRV TI) . 
Дискримінантна інформація, що міститься 
у перелічених 7 показниках (точніше, їх 
змінах), конденсується у двох канонічних 
радикалах (дискримінантних функціях):  
81 % у першому і 19 % у другому. 

Скринінг кореляційних зв’язків між змі-
ною вміст Т3 – з одного боку, та зареєстро-
ваними початковими показниками осіб – з 
іншого, виявив помірну інверсну кореляцію, 
насамперед із початковим вмістом самого 
Т3 (r=-0,46), що узгоджується із “законом 
початкового рівня”. Разом з тим динаміка Т3 
корелює з Мо (r=-0,40), LF (r=-0,33) і АМо 
(r=0,30). Перелічені початкові показники 
сукупно зумовлюють як характер, так і вира-
женість тиреотропної реакції (ΔT3) організму 
на БАВН на 30 %, що описується рівнянням 
множинної регресії:

Канонічний кореляційний зв’язок між змінами під впливом біоактивної вод Нафтуся показників варіабельності серцевого 
ритму (вісь Х) і загального трийодтироніну (вісь Y)

-0,5 0,5-1,5-2,5

4

5

2

3

1

0

-2

-1

1,5 2,5 3,5 4,5

Тиреотропні ефекти води Нафтуся



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2013, Т. 59, № 6 85

ΔT3 = 0,705 – 0,178•T3 – 0,00029•Mo – 0,00025•AMo 
– 0,00012•LF
R=0,55; R2=0,30; F(4,3)=2,94; χ2

(4)=10,1; p=0,038.
Дискримінантний аналіз виявив 14 по-

чаткових показників як провісників (пре-
дикторів) того чи іншого ТЕ. Прогностична 
інформація сконденсована у двох радикалах: 
у першому – 88 %, у другому – 12 %. Видно, 
що гальмівному ТЕ передують, як правило, 
максимальні значення Т3, віку, абсолютної 
потужності низькочастотної компоненти 
спектра ВСР і мінімальні показники адек-
ватності процесів регуляції, інформація про 
які локалізована у позитивній зоні шкали 
першого радикалу. Особи, підлеглі позитив-
ному ТЕ БАВН, посідають протилежну – не-
гативну зону, а квазінульовому ТЕ відповідає 
квазінульова зона шкали. З іншого боку, 
квазінульовому ТЕ передують максимальні 
значення показника активності процесів регу-
ляції, стрес-індексу, вегетативного показника 
ритму, відносної потужності низькочастот-
ної компоненти спектра ВСР у поєднанні 
з мінімальними значеннями потужностей 
ультранизькочастотної компонент, індексу 
централізації, коефіцієнту варіації і особистої 
тривожності. Особи ж, підлеглі альтернатив-
ним ТЕ, в цьому відношенні не розрізняються 
між собою, посідаючи негативну зону шкали 
другого радикалу. В цілому на площині обох 
радикалів всі три групи-кластери дуже чітко 
розмежовані, наслідком чого є можливість 
безпомилкового прогнозу характеру ТЕ 
БАВН за допомогою обчислення класифіка-
ційних функцій на основі індивідуальних ве-
личин показників-предикторів і коефіцієнтів 
класифікуючих функцій і їх констант.

Прогнозована поліваріантність як курсо-
вих, так і термінових ефектів БАВН конста-
тована також стосовно вегетативної регуля-
ції [7, 8, 22], нейро-гормонального індексу 
стресу [17], атерогенності, гемодинаміки, 
фізичної працездатності [3], шлункової та 
панкреатичної секреції, холекінетики [9], 
резистентності до гіпоксії [4], тобто має 
універсальний характер.

ВИСНОВКИ

1. Виявлено поліваріантний характер раннь-
опочаткового ефекту вживання біоактивної 
води Нафтуся на вміст в плазмі крові загаль-
ного трийодтироніну. 

2. Показано, що кожен тип тиреотропного 
ефекту супроводжується характерними змі-
нами показників варіабельності серцевого 
ритму.

3. Продемонстровано можливість вірогід-
ного прогнозу типу термінового тиреотроп-
ного ефекту за сукупністю низки початкових 
показників-провісників.

Н.В. Козявкіна, Л.Г. Бариляк, О.І. Янчій,  
О.Л. Фучко

ТИРEОТРОПНЫЕ ЭФФЕКТЫ ВОДЫ НА­
ФТУСЯ, ИХ ВЕГЕТАТИВНОЕ ПРОЯВЛЕНИЕ 
И ВОЗМОЖНОСТЬ ПРОГНОЗИРОВАНИЯ

В клинико-физиологическом наблюдении за 32 муж-
чинами возрастом от 25 до 60 лет, больных хрониче-
ским бескаменным холециститом в фазе ремиссии, 
выявлено, что через 75–85 мин после употребления 
биоактивной воды Нафтуся (3 мл/кг, t0 18–200C) со-
держания в плазме общего трийодтиронина (Т3) у 
14 лиц существенно не изменяется, у 9 – снижается 
на 0,26±0,10 нмоль/л или 11 %, а у других 9 – повы-
шается на 0,29±0,04 нмоль/л или 17 %. Изменения 
содержания Т3 коррелируют отрицательно с измене-
ниями абсолютной (r=-0,55) и относительной (r=-0,47) 
спектральной мощности (СМ) ультранизкочастотной 
компоненты вариабельности сердечного ритма (ВСР) 
и положительно (r=0,46) – с изменениями относитель-
ной СМ низкочастотной компоненты ВСР. С учетом 
слабой корреляции с параметром ВСР pNN50 (r=-0,21) 
коэффициент канонической корреляции (R) между 
изменениями Т3 и показателей ВСР достигает 0,68 
(P=0,002). С другой стороны, изменения содержания 
Т3 коррелируют с его начальным уровнем (r=-0,46), 
а также с начальными уровнями моды (r=-0,40), ее 
амплитуды (r=0,30) и абсолютной СМ низкочастотной 
компоненты ВСР (r=-0,33), т.е. тиреотропные эффекты 
Нафтуси кондиционируются этими показателями на 
30 % (R=0,55; P=0,038). Методом дискриминантного 
анализа выявлено 14 начальных показателей-предикто-
ров, по совокупности которых характер тиреотропного 
эффекта Нафтуси прогнозируется с точностью 100 %.
Ключевые слова: биоактивная вода Нафтуся, трийодтиро-
нин, вариабельность сердечного ритма, прогнозирование.
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N.V. Kozyavkina, L.G. Barylyak, O.R. Yanchiy, 
O.L. Fuchko

IMMEDIATE THYROTROPIC EFFECTS OF 
BIOACTIVE WATER NAFTUSSYA, THEIR 
VEGETATIVE RELEVENCE AND POSSIBIL­
ITY TO FORECAST

Clinical physiological monitoring of 32 men aged 25-60 years 
with chronic stoneless cholecystitis in the phase of remission 
found that in 14 patients 75-85 minutes after drinking the bio-
active water Naftussya (3 ml/kg, t0 18-200C) the plasma level 
of total triiodothyronine (T3) was not significantly changed, 
while in 9 patients it was reduced to 0,26±0,10 nM/l (by 11%). 
In the other 9 patients the level increased to 0,29±0,04 nM/l 
(by 17%). The changes in T3 level correlated negatively with 
the changes in absolute (r=-0,55) and relative (r=-0,47) power 
spectral density (PSD) of ultra very low-frequency components 
of heart rate variability (HRV). These changes correlated 
positively (r=0,46) with the changes in relative PSD of low-
frequency components of HRV. Subject to a weak correlation 
with HRV parameter pNN50 (r=-0,21) canonical correlation 
coefficient (R) between changes in HRV parameters and T3 
reaches 0,68 (p=0,002). On the other hand, the changes in 
T3 correlated with its initial level (r=-0,46), as well as initial 
levels of moda (r=-0,40), its amplitude (r=0,30) and absolute 
PSD of low-frequency components HRV (r=-0,33), i.e. thyro-
tropic effects conditionized these parameters by 30% (R=0,55; 
p=0,038). The method of discriminant analysis has identified 
14 primary parameters that allowed predicting the thyrotropic 
effect of Naftussya water with 100% accuracy.
Key words: bioactive water Naftussya, triiodothyronine, heart 
rate variability, forecast.

O.O. Bogomoletz Institute of Physiology, National Academy 
of Sciences of Ukraine, Truskavets
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Е.А. Рыбникова, К.А. Баранова, Т.С. Глущенко, О.В. Ветровой, М.В. Сидорова,  
В.И. Портниченко

Участие транскрипционного фактора, индуцированного 
гипоксией, в нейрональных механизмах адаптации к 
психоэмоциональному и гипоксическому стрессу

Методом количественной иммуногистохимии исследована экспрессия α-субъединицы транскрипци-
онного фактора HIF-1 в гиппокампе и неокортексе крыс в ответ на патогенный психоэмоциональ-
ный (модель посттравматического стрессового расстройства – ПТСР) и гипоксический (тяжелая 
гипобарическая гипоксия, 180 мм рт. cт., 3 ч) стресс, а также при применении нейропротективных 
способов гипоксического пре- и посткондиционирования. Обнаружена пролонгированная оверэкс-
прессия HIF-1α в гиппокампе и неокортексе крыс в ответ на психоэмоциональный стресс в модели 
ПТСР, но не на гипоксический стресс. Гипоксическое пре- и посткондиционирование с использова-
нием сеансов умеренной гипобарической гипоксии (360 мм рт. ст., 2 ч, трижды с интервалом 24 
ч), способствующее адаптации к психоэмоциональному стрессу, нивелировало пролонгированную  
оверэкспрессию HIF-1α. Наряду с этим гипоксическое посткондиционирование, улучшающее 
структурно-функциональную реабилитацию после тяжелого гипоксического стресса, стимули-
ровало экспрессию HIF-1α в нейронах мозга крыс, переживших тяжелую гипоксию. Результаты 
свидетельствуют о том, что транскрипционный фактор HIF-1α активно вовлекается в процессы 
адаптации/дезадаптации к действию повреждающих факторов, однако его роль специфична по 
отношению к природе стрессора.
Ключевые слова: фактор HIF-1α, мозг, психоэмоциональный стресс, гипоксический стресс, адап-
тация, гипоксическое прекондиционирование, гипоксическое посткондиционирование
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ВВЕДЕНИЕ

Повреждающее действие тяжелых форм 
гипоксии на нейроны мозга хорошо извест-
но. Индуцируемые гипоксией структурно-
функциональные нарушения, а также гибель 
нейронов уязвимых образований мозга (гип-
покампа, неокортекса) считаются одной из 
наиболее частых причин неврологических 
и нейродегенеративных расстройств [19]. 
Однако как в собственных исследованиях, 
так и в литературе накоплены сведения о 
том, что умеренная гипоксия может ока-
зывать не повреждающее, а благоприятное 
действие на мозг, способствуя мобилизации 
эндогенных нейропротективных процессов и 

механизмов [7, 8, 17]. В частности, трехкрат-
ное воздействие умеренной гипобарической 
гипоксии (УГГ, 380 мм рт. ст. в течение 2 ч) 
повышало резистентность нейронов мозга 
к повреждающим воздействиям, то есть 
приводило к формированию гипоксической/
ишемической толерантности мозга, этот 
процесс происходил с вовлечением спе-
цифического транскрипционного фактора, 
индуцированного гипоксией, HIF-1 (от англ. 
hypoxia-inducible factor 1) [7]. Вместе с тем 
умеренная гипоксия также оказывает значи-
тельное анксиолитическое и антидепрессив-
ное действие на поведение, предотвращая 
развитие тревожно-депрессивных состояний, 
вызываемых интенсивными психоэмоцио-
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нальными стрессами у крыс [3–5]. Сходный 
анксиолитический эффект недавно описан 
при применении умеренной нормобарической 
гипоксии (8 % О2, 2 ч, трехкратно) у мышей 
[14], при этом в мозгу наблюдалась стимуля-
торная регуляция экспрессии мРНК сосуди-
стого эндотелиального фактора роста (VEGF) 
и адреномедуллина, являющихся генами-ми-
шенями фактора HIF-1. На этом основании 
можно полагать, что HIF-1, вероятно, играет 
важную роль в формировании толерантности 
мозга не только к гипоксии–ишемии, но и 
психоэмоциональным стрессам, однако этот 
вопрос практически не исследован.

Фактор HIF-1 представляет собой клю-
чевой компонент в организации клеточных 
и системных гомеостатических реакций на 
гипоксию [2, 9, 26]. α-Субъединица этого 
гетеродимера (HIF-1α) является кислородчув-
ствительной – стабилизируется при гипок-
сии и выполняет специфическую функцию 
в регуляции экспрессии генома, тогда как 
β-субъединица (HIF-1β) экспрессируется 
конститутивно [11]. HIF-1α активируется в 
физиологически важных местах регуляции 
путей метаболизма кислорода, обеспечивая 
быстрые и адекватные ответы на гипоксиче-
ский стресс путем воздействия на гены-ми-
шени, регулирующие процесс ангиогенеза, 
вазомоторный контроль, энергетический 
метаболизм, эритропоэз и апоптоз [10, 13, 18, 
22, 23, 26, 27, 31]. Наряду с этим HIF-1 вовле-
кается в процессы гибели/выживания клеток, 
метаболизм глюкозы, миграцию и инвазию 
клеток, ремоделирование клеточного микро-
окружения, канцерогенез, метастазирование 
и многие другие, представляя собой таким 
образом перспективную терапевтическую 
мишень при многих заболеваниях.

Недавно нами впервые показана индукция 
HIF-1α в ответ на тяжелый психоэмоцио-
нальный стресс, причем профиль актива-
ции HIF-1 довольно сложен [1]. Тяжелый 
психоэмоциональный стресс, приводящий 
к развитию постстрессорной депрессии в 
экспериментальной модели на крысах, ин-

дуцировал отсроченную экспрессию HIF-1α 
в гиппокампе и гипоталамусе, что, вероятно, 
вовлечено в механизмы патогенеза депрес-
сивного состояния. Это подтверждалось и в 
экспериментах с применением УГГ в режиме 
прекондиционирования, когда предвари-
тельное воздействие трехкратной УГГ по 
определенной схеме предотвращало развитие 
постстрессорной депрессии и значительно 
модифицировало профиль экспрессии HIF-
1α в образованиях мозга в ответ на стресс, 
усиливая активацию экспрессии данного 
фактора в ранний период (24 ч после стресса) 
и нивелируя его отсроченную сверхэкспрес-
сию (5–10 сут после стресса). Таким обра-
зом, очевидно, что HIF-1 вовлекается как в 
повышение устойчивости мозга (и организма 
в целом) к психоэмоциональным стрессам, 
так и в формирование постстрессорных де-
задаптивных состояний, однако его роль в 
механизмах адаптации/патологии довольно 
сложна и требует более детального изучения. 
Дальнейшему анализу этого вопроса посвя-
щено настоящее исследование, проведенное 
на экспериментальной модели тревожной 
постстрессорной патологии (посттравмати-
ческого стрессового расстройства, ПТСР), 
развивающейся как отдаленная реакция на 
стресс и характеризующейся специфической 
отсроченной динамикой [16]. Ранее нами об-
наружено, что предъявление УГГ в режимах 
пре- и посткондиционирования (то есть до 
или после патогенного стресса) оказывает 
значительный протективный эффект, полно-
стью корректируя развитие ПТСР в данной 
экспериментальной модели [4, 5]. 

Цель нашей работы – изучение воз-
можной роли HIF-1 в развитии тревожной 
ПТСР-патологии, в стресс-протективном и 
анксиолитическом действии гипоксического 
пре- и посткондиционирования, а также срав-
нительный анализ особенностей экспрессии 
HIF-1α в неокортексе и гиппокампе крыс в 
отдаленный период после психоэмоциональ-
ного и тяжелого гипоксического стресса и 
при нейропротективных воздействиях УГГ.
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МЕТОДИКА

Опыты проведены на самцах крыс линии 
Вистар массой 200–250 г. С соблюдением тре-
бований, сформулированных в Директивах 
Совета Европейского Сообщества (86/609/
ЕЕС) об использовании животных для экс-
периментальных исследований. Протоколы 
опытов были утверждены Комиссией по гу-
манному обращению с животными Института 
физиологии им. И.П. Павлова РАН. Для ин-
дукции экспериментального аналога ПТСР у 
крыс использовали модель «стресс-рестресс» 
[16], которая в настоящее время считается 
наиболее адекватной моделью ПТСР. Крыс 
подвергали тяжелому комбинированному 
стрессу, состоящему из 2-часовой иммобили-
зации, 20-минутного вынужденного плавания 
и, после 15-минутного перерыва, эфирного 
стресса до полной обездвиженности. Этот 
сверхинтенсивный психоэмоциональный 
(травматический) стресс вызывает у особей 
формирование тревожной психопатологии, в 
основе которой лежит нарушение стрессоре-
активности в условиях, ассоциирующихся с 
воспоминаниями о травматическом стрессе. 
В парадигме «стресс-рестресс» такую «на-
поминающую» роль (роль триггерного сти-
мула, к которому особь с развившейся после 
травматического стресса специфической 
ПТСР-патологией адаптироваться не может 
и, соответственно, впадает в тревожно-де-
прессивное состояние) выполняет рестресс, 
заключавшийся в 30-минутной иммобили-
зации, которой крысы подвергались через 
7 сут после травматического стресса. В дни 
экспозиции экспериментальных групп психо-
эмоциональному стрессу и рестрессу контр-
ольных животных также изымали из домаш-
них клеток и переносили на 5 мин в новую 
обстановку, чтобы нивелировать возможные 
эффекты неспецифических воздействий, в 
частности хэндлинга и стресса новизны.

Протективное умеренное гипоксическое 
воздействие с предъявлением трехкратной 
экспозиции животных гипобарической гипок-

сии в барокамере проточного типа (360 мм рт. 
ст., 2 ч, эквивалентно подъему на высоту 5 
км) проводили в режимах пре- и постконди-
ционирования. Воздействие тремя сеансами 
УГГ с интервалами 24 ч осуществляли за 
сутки до психоэмоционального (патогенно-
го) стресса в модели ПТСР (гипоксическое 
прекондиционирование, ГП) или на 4, 5, 6-е 
сутки после психоэмоционального стресса 
(гипоксическое посткондиционирование, 
ГПост). Забор ткани мозга для иммуногисто-
химического анализа производили спустя 1, 
5 и 10 сут после рестресса.

Животных другой группы подвергали 
стрессированию в модели тяжелой гипоксии 
в барокамере (ТГ, 180 мм рт. ст., 3 ч). Крысам, 
пережившим ТГ, проводили экспозицию УГГ 
(360 мм рт. ст., 2 ч, с интервалом 24 ч) на 
1–3-и сутки после гипоксического стресса. 
Ткани мозга в этой экспериментальной серии 
забирали через 24 ч после последнего сеанса 
УГГ (96 ч после ТГ соответственно). Ранее 
показано, что применяемое воздействие ТГ 
индуцирует структурно-функциональные 
повреждения чувствительных образований 
мозга [6], а гипоксическое посткондицио-
нирование эффективно корректирует по-
вреждающее влияние ТГ на нейроны мозга 
и оказывает анксиолитическое действие на 
поведение животных [24].

После декапитации крыс мозг быстро 
извлекали, выделяли области гиппокампа с 
прилежащим фронтопариетальным неокор-
тексом. Образцы фиксировали молекулярным 
фиксатором FineFix («Milestone», Iталия) 24 ч  
при +40C. Далее препараты промывали в 
проточной воде в течение 2 ч и обезвоживали, 
проводя через растворы этилового спирта 
возрастающей концентрации (50, 70, 80, 96, 
96 % по 1 ч) и бутанола (1 ч и ночь). Затем 
материал проводили через 4 порции ксилола 
(по 15 мин), 3 порции парафина (по 45 мин) 
и заливали в парафиновые блоки. Далее с 
помощью микротома изготавливали серии 
чередующихся срезов мозга во фронтальной 
плоскости толщиной 7 мкм на уровне –2,80 
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мм от брегмы. Они использовались для коли-
чественной иммуноцитохимической оценки 
содержания белка – продукта раннего гена 
HIF-1α в неокортексе и гиппокампе. После 
стандартных процедур депарафинизации, 
регидратации и демаскировки антигена 
срезы в течение ночи при +4°C инкубиро-
вали с первичными поликлональными кро-
личьими антителами к HIF-1α («Santa Cruz 
Biotechnology, Inc», СШA, разв. 1:100), а 
далее использовали авидин-биотиновую си-
стему детекции («Vector Laboratories, Inc», 
UK). Для визуализации реакции использова-
ли диаминобензидин. После обезвоживания 
и заключения срезов в желатин проводили 
количественный анализ иммунореактивно-
сти нейронов с использованием системы, 
состоящей из светового микроскопа Jenaval 
(«Carl Zeiss», Германия), цифровой камеры 
Baumer CX05c («Baumer Optronic», Герма-
ния) и компьютера IBM PC с программным 
обеспечением Videotest Master Morphology. 
На основании оценки оптической плотности 
иммунопозитивные клетки разделяли на 2 
класса: слабо- и интенсивноиммунореактив-
ные, анализировали общее число иммуно-
реактивных клеток (N) и число интенсивно 
иммунопозитивных клеток (Ni), отражаю-
щее изменения интенсивности экспрессии 
данного белка. Результаты статистически 
обрабатывали с помощью пакетов анализа 
данных Statistica 7.0 Stat Soft, Inc и Microsoft 
Excel’2002, использовали однофакторный 
дисперсионный анализ ANOVA (Р<0,05). Все 
результаты представлены в виде среднего 
арифметического ± SEM (от англ. standard er-
ror of the mean). Результаты и SEM выражены 
в процентах от контроля, контроль принят 
за 100 %.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

При развитии патологического состояния в 
модели ПТСР обнаруживалась значительная 
и длительная индукция HIF-1α в гиппокампе 
и неокортексе крыс, несмотря на то, что об-

щее число иммунопозитивных нейронов при 
этом изменялось незначительно. По общему 
числу HIF-1α экспрессирующих нейронов 
устойчивое (1–10 сут) повышение обнаруже-
но в гиппокампе и V слое неокортекса (рис.1, 
2). По этому показателю максимальная ампли-
туда изменений (до 270 %) выявлена в V слое 
неокортекса (см. рис. 2). В отличие от общего 
числа иммунопозитивных клеток, интенсив-
ность экспрессии HIF-1a возрастала значи-
тельно и устойчиво, максимально – во II слое 
неокортекса (свыше 6000 %; см. рис. 1, 2). 
Эти результаты подтверждают полученные 
нами ранее сведения о том, что формирование 
дезадаптивного состояния у крыс в ответ на 
психоэмоциональный стресс сопровождается 
сверхэкспрессией HIF-1α в образованиях моз-
га в отдаленный постстрессорный период [1]. 
В предыдущих исследованиях была исполь-
зована модель «выученной беспомощности» 
у крыс, где депрессивноподобная патология 
формировалась сразу после стрессорного воз-
действия и устойчиво сохранялась по крайней 
мере до 10 сут. Стойкая стимуляция HIF-1α в 
гиппокампе и гипоталамусе обнаруживалась 
к 5–10-м суткам после стресса, в то время как 
индукция HIF-1α в ранний постстрессорный 
период была выражена слабо. При этом ГП, 
предотвращающее нарушение адаптации к 
стрессу «выученной беспомощности», уси-
ливало индукцию HIF-1α в ранний период 
(1 сут), нивелируя при этом его отсроченную 
сверхэкспрессию. Для трактовки результатов 
настоящей работы необходимо учитывать 
специфику ПТСР, в особенности тот факт, что 
ПТСР-патология продолжительный период 
времени (до рестресса) развивается скрыто, 
поэтому все исследуемые сроки (1–10 сут 
после рестресса) характеризуют отдален-
ный период после патогенного воздействия 
(травматического стресса). В связи с этим 
стойкая стимуляция экспрессии HIF-1α, об-
наруживаемая в мозгу экспериментальных 
животных на всех сроках, также свидетельст-
вует о том, что устойчивая активация данного 
транскрипционного фактора в отдаленный 
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период после психоэмоционального стресса, 
очевидно, имеет важное значение в патоге-
незе стрессиндуцированных дезадаптивных 
состояний. Полагают также, что чрезмерная 
и длительная активация HIF-1 формирует па-
тогенетический базис болезни Альцгеймера 
[28, 33].

Косвенным подтверждением патогене-
тической роли сверхиндукции HIF-1 служат 
результаты экспериментов с использовани-
ем УГГ в нейропротективных режимах ГП 
и ГПост. Оказалось, что ГП, повышающее 
устойчивость к психоэмоциональному стрес-
су в модели ПТСР, в значительной степени 
предотвращало стрессиндуцированную 
сверхэкспрессию в неокортексе и нормализо-
вывало уровни HIF-1α в гиппокампе. Общее 
число нейронов гиппокампа как дорсального 
(СА1), так и вентрального (зубчатая извили-
на), содержащих HIF-1α, оставалось в диапа-

зоне контрольных значений в течение всего 
периода регистрации (до 10 сут; см. рис. 1). 
Аналогичная картина обнаруживалась для 
показателя интенсивности экспрессии – коли-
чество интенсивно HIF-1-иммунопозитивных 
клеток в гиппокампе не отличалось от 
контрольных значений на всех сроках, то 
есть ГП полностью предотвращало стойкую 
сверхэкспрессию HIF-1α в этой структуре 
мозга, что согласуется с данными, получен-
ными ранее в модели психоэмоционального 
стресса «выученной беспомощности» [1]. В 
неокортексе после ГП в модели ПТСР также 
наблюдалась значительная редукция числа 
иммунореактивных нейронов, интенсивно 
экспрессирующих HIF-1α, относительно не-
прекондиционированной группы, но тем не 
менее сохранялась умеренная индукция этого 
фактора, в несколько раз превосходившая 
базальный уровень (см. рис. 2).

Рис 1. Экспрессия индуцированного гипоксией специфического транскрипционного фактора HIF-1α в дорсальном (поле 
СА1) и вентральном (зубчатая извилина) гиппокампе крыс после действия психоэмоционального стресса/рестресса 
в модели посттравматического стрессового расстройства, а также гипоксического пре- и посткондиционирования. 
Результаты представлены в процентах относительно контроля (серый столбик, 100 %). Черный столбик – животные, 
формирующие постстрессорную патологию; белый столбик – прекондиционированные крысы, у которых в ответ на 
стресс патология не развивается; заштрихованные столбики – крысы, после стресса подвергавшиеся гипоксическому 
посткондиционированию и также не формирующие патологию. По оси абсцисс – сутки после рестресса. *Р<0,05 по 
сравнению с контролем, **Р<0,5 по сравнению с группой крыс со стрессиндуцированной патологией 
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ГПост, полностью нивелирующее патоло-
гические последствия психоэмоционального 
стресса в модели ПТСР, также подавляло 
стойкую сверхэкспрессию HIF-1α в гиппо-
кампе и неокортексе (см. рис.1, 2). Эффект 
проявлялся и в отношении общего числа 
иммунореактивных клеток, и, особенно, в от-
ношении интенсивности экспрессии HIF-1α. 
В гиппокампе и верхних слоях неокортекса 
(II слой) показатели иммунореактивности у 
посткондиционированных животных значи-
мо не отличались от базальных, тогда как в 
зоне проекционных нейронов неокортекса (V 
слой) сохраняется умеренная экспрессия HIF-
1α в течение всего срока регистрации (1–10-е 
сутки после рестресса, что соответствует 
8–18-м суткам после патогенного психоэ-
моционального стресса; см. рис. 2). Таким 
образом, развитие тревожной патологии в 
модели ПТСР у крыс сопровождалось значи-
тельной и пролонгированной ап-регуляцией 
HIF-1α в гиппокампе и неокортексе. Стресс-
протективный и анксиолитический эффект 
ГП и ГПост сопровождался полным либо 

частичным подавлением сверхэкспрессии 
HIF-1α в гиппокампе и неокортексе. Извест-
но тесное функциональное взаимодействие 
HIF-1 с глюкокортикоидными рецепторами, 
играющими ключевую роль в стрессорных 
реакциях и адаптации к повреждающим 
воздействиям как на уровне белок-белковых 
взаимодействий, так и на уровне регуляции 
активности генома [12, 15, 29]. Формиро-
вание ПТСР патологии, возникающей в 
результате действия сверхинтенсивного 
психоэмоционального стресса, сопровожда-
ется нарушением активности гипоталамо-
гипофизарно-адренокортикальной системы 
и редукцией содержания глюкокортикоидных 
гормонов в плазме крови [32]. Последние 
в свою очередь оказывают супрессивное 
действие на транскрипционную активность 
HIF-1, редуцируя уровни его α-субьединицы 
[29]. Таким образом, стойкая сверхиндукция 
HIF-1α, наблюдаемая нами в гиппокампе и 
неокортексе (образованиях мозга, имеющих 
высокие уровни кортикостероидных рецеп-
торов), вполне вероятно может являться ре-

Рис 2. Экспрессия индуцированного гипоксией специфического транскрипционного фактора HIF-1α в неокортексе крыс 
после действия психоэмоционального стресса/рестресса в модели посттравматического стрессового расстройства, а 
также гипоксического пре- и посткондиционирования. По оси абсцисс – сутки после рестресса. *Р<0,05 по сравнению 
с контролем, **Р<0,5 по сравнению с группой крыс со стрессиндуцированной патологией
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зультатом сниженного глюкокортикоидного 
тонуса, характерного для данной патологии.

В модели гипоксического стресса измене-
ния экспрессии HIF-1α в гиппокампе и нео-
кортексе крыс при патологии и ее коррекции 
трехкратной УГГ значительно отличались 
от таковых в модели психоэмоционального 
стресса. В отдаленный период после ТГ (96 ч) 
значительных изменений содержания HIF-1α 
в гиппокампе и неокортексе крыс не обнару-
живалось (рис. 3). ГПост тремя сеансами УГГ 
оказывало мощное стимулирующее влияние 
на экспрессию HIF-1α, причем увеличилось 
и число экспрессирующих его нейронов и, 
особенно, интенсивность экспрессии (свыше 

500 % – в СА1, свыше 1500 % – в неокортек-
се). Таким образом, гипоксический стресс, в 
отличие от психоэмоционального, не вызывал 
отдаленной сверхэкспрессии этого фактора в 
гиппокампе и неокортексе, а нейропротектив-
ный эффект УГГ у животных, перенесших ТГ, 
сопровождался его активацией в уязвимых 
образованиях мозга крыс. Результаты под-
тверждают представление о том, что HIF-1 
необходим для защиты нейронов мозга от 
повреждающего действия гипоксическо-
го фактора и вовлекается в нейрональные 
протективные процессы, очевидно, путем 
срочной мобилизации базисных механизмов 
адаптации к гипоксии и компенсации ее ней-

Рис.3. Эффект тяжелой гипобарической гипоксии (ТГ) и посткондиционированной тяжелой гипоксии (ТГ+ГПост) на 
экспрессию HIF-1α в гиппокампе и неокортексе крыс (4 сут после ТГ). Результаты представлены в процентах от контроля. 
*Р<0,05 по сравнению с контролем, **Р<0,05 – по сравнению с ТГ
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ротоксического действия.
На основании проведенных исследований 

и данных литературы очевидно, что HIF-1 в 
мозгу может играть роль как патогенетиче-
ского фактора, стойкая сверхиндукция ко-
торого связана с расстройством механизмов 
адаптации к стрессу, так и нейропротектора, 
вызывающего мобилизацию базисных проа-
даптивных процессов. При этом роль HIF-1 
стресс-специфична и зависит от природы 
стрессора. Адаптация к гипоксическому стрессу 
имела важное значение для жизнедеятельности 
одноклеточных и многоклеточных организмов 
уже на ранних стадиях эволюции, поэтому ме-
ханизмы адаптации к гипоксии являются древ-
ними и довольно консервативными в филоге-
незе, и центральное место во внутриклеточном 
гипоксическом сигналлинге занимает HIF-1, 
обеспечивающий поддержание кислородного 
гомеостаза и адаптации/выживания клеток в 
условиях гипоксии [22, 30]. В последние годы 
появляется все больше работ о нейропротек-
тивной роли HIF-1 в мозгу, где нервными и 
глиальными клетками продуцируется не только 
сам этот белок, но и его транскрипционная ми-
шень – цитокин эритропоэтин, оказывающий 
широкий спектр протективных эффектов, не 
связанных с гемопоэзом [20].

В отличие от гипоксического, психоэ-
моциональный стресс – это повреждающий 
фактор, возникший на поздних этапах эволю-
ции и, соответственно, механизмы адаптации 
к нему сформировались в эволюционном 
аспекте сравнительно недавно. Среди них 
ключевая роль принадлежит гипоталамо-ги-
пофизарно-адренокортикальной системе [25], 
функция которой также в значительной мере 
регулируется HIF-1. Недавно в модели реге-
нерирующей скелетной мышцы in vitro было 
установлено, что HIF-1-опосредуемый ответ 
на гипоксию независим от глюкокортикоид-
ного стрессорного ответа [21], на основании 
чего сделано предположение о том, что каскад 
реакций адаптации к гипоксическому стрессу, 
ключевым звеном которых является индукция 
HIF-1, и система неспецифического ответа 

организма на стресс представляют собой два 
различных проадаптивных механизма, функ-
ционально не взаимодействующих. Однако 
наши результаты об участии HIF-1 в про-
цессах адаптации к психоэмоциональному 
стрессу и имеющиеся в литературе сведения 
о взаимодействии HIF-1 с глюкокортикоид-
ными рецепторами свидетельствуют об оши-
бочности этого предположения и о важной, 
стресс-специфической роли данного фактора 
в нейрональных и системных механизмах 
адаптации не только к гипоксическому, но и 
психоэмоциональному стрессу.

Таким образом, проведенные исследова-
ния свидетельствуют о том, что локализован-
ный в нейронах мозга фактор HIF-1 широко 
вовлекается в процессы адаптации мозга и 
организма в целом к стрессам различной 
природы и компенсации постстрессорных 
нарушений, однако его роль специфична по 
отношению к природе стрессора. Впервые 
наши исследования на крысах продемонстри-
ровали участие HIF-1 в патогенезе тревожно-
депрессивных состояний, возникающих при 
действии тяжелого психоэмоционального, 
но не гипоксического, стресса. Стресс-про-
тективные и проадаптивные эффекты УГГ в 
режимах пре- и посткондиционирования со-
провождаются усилением срочной активации 
HIF-1 и нивелированием его пролонгирован-
ной сверхиндукции в нейронах мозга.

Работа поддержана грантами РФФИ № 
13-04-00532 и 12-04-31039, грантом ГФФИ 
Украины Ф53/200-2013.
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УЧАСТЬ ТРАНСКРИПЦІЙНОГО ФАКТОРА, 
індукованого гіпоксією,  
У НЕЙРОНАЛЬНИХ МЕХАНІЗМАХ  
АДАПТАЦІЇ ДО ПСИХОЕМОЦІЙНОГО  
ТА ГІПОКСИЧНОГО СТРЕСУ

Методом кількісної імуногістохімії досліджена експресія 
α-субодиниці транскрипційного фактора HIF-1 в гіпокампі 
і неокортексі щурів у відповідь на патогенний психоемо-
ційний (модель посттравматичного стресового розладу, 
ПТСР) і гіпоксичний (важка гіпобарична гіпоксія, 180 мм 
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рт.ст., 3 год) стрес, а також при застосуванні нейропротек-
тивних способів гіпоксичного пре-і посткондиціювання. 
Виявлено пролонговану оверекспресію HIF-1α в гіпокампі 
і неокортексі щурів у відповідь на психоемоційний стрес у 
моделі ПТСР, але не на гіпоксичний стрес. Гіпоксичне пре- 
і посткондиціювання з використанням сеансів помірної 
гіпобаричної гіпоксії (360 мм рт.ст., 2 год, тричі з інтерва-
лом 24 год), що сприяє адаптації до психоемоційного стресу, 
нівелювало пролонговану оверекспресію HIF-1α. Поряд з 
цим гіпоксичне посткондиціювання, що покращує структур-
но-функціональну реабілітацію після важкого гіпоксичного 
стресу, стимулювало експресію HIF-1α  в нейронах мозку 
щурів, які пережили важку гіпоксію. Результати свідчать про 
те, що транскрипційний фактор HIF-1α активно залучений 
до процесів адаптації / дезадаптації до дії пошкоджувальних 
факторів, проте його роль специфічна по відношенню до 
природи стресора.
Ключові слова: фактор, індукований гіпоксією, HIF-1α, мозок, 
психоемоційний стрес, гіпоксичний стрес, адаптація, гіпок-
сичне прекондиціювання, гіпоксичне посткондиціювання.

E.A. Rybnikova, K.A.Baranova, T.S.Gluschenko, 
O. Vetrovoy, M. Sidorova, I. Portnichenko

INVOLVEMENT OF TRANSCRIPTIONAL 
FACTOR HIF-1a IN THE NEURONAL 
MECHANISMS OF ADAPTATION TO 
PSYCHOEMOTIONAL AND HYPOXIC STRESS 
IN RATS

Using quantitative immunohistochemistry, neuronal expres-
sion of a-subunit of the transcriptional factor HIF-1 in hip-
pocampus and neocortex of rats in response to pathogenic 
psychoemotional (model of posttraumatic stress disorder, 
PTSD) and hypoxic (severe hypobaric hypoxia, 180 Torr, 3 
h), as well as to neuroprotective exposures to hypoxic pre- and 
postconditioning has been studied. Elongated overexpression 
of HIF-1a in hippocampus and neocortex of rats in response to 
the psychoemotional stress in PTSD paradigm, but not hypoxic 
stress, has been observed. Hypoxic pre- and postconditioning 
with mild hypobaric hypoxia (360 Torr, 2 h, 3 trials spaced at 
24 h), those induced adaptation to the psychoemotional stress, 
abolished the elongated HIF-1a overexpression. Hypoxic 
postconditioning which improved structure and functional 
rehabilitation following severe hypoxic stress up-regulated 
HIF-1a expression in the brain neurons of rats survived se-
vere hypoxia. The findings indicate that transcription factor 
HIF-1 is particularly involved in the processes of adaptation/
maladaptation to the action of injurious stresses, but its role 
depends upon the nature of stressor.
Key words: hypoxia-inducible factor HIF-1a, brain, psy-
choemotional stress, hypoxic stress, adaptation, hypoxic 
preconditioning, hypoxic postconditioning.
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Ю.И. Кирова, Э.Л. Германова, Л.Д. Лукьянова

Фенотипические особенности экспрессии фактора, 
индуцированного гипоксией,  и редокс-статус клеток 
неокортекса крыс на разных стадиях адаптации  
к гипоксии

гипоксические воздействия в режиме прекондиционирования вызывают в коре головного мозга 
неустойчивых к гипоксии крыс фазное увеличение экспрессии фактора, индуцированного гипоксией 
(HIF-1a). Показано, что после каждого гипоксического воздействия наблюдается кратковремен-
ная фаза срочной экспрессии HIF-1a, которая быстро нивелируется в нормоксических условиях. 
Вторичное увеличение экспрессии развивается через сутки после очередного гипоксического воз-
действия. Фазность срочной и долгосрочной экспрессии HIF-1a коррелирует с динамикой форми-
рования у неустойчивых к гипоксии крыс срочной и отсроченной резистентности, что позволяет 
предполагать вовлеченность HIF-1 в механизмы не только долговременной, но и срочной адаптации 
к гипоксии. Показано, что воздействия гипоксии в режиме прекондиционирования мобилизуют 
антиоксидантную систему (индуцируют активацию Cu,Zn-супероксиддисмутазы), не влияют на 
интенсивность процессов ПОЛ в неокортексе (интервальная нормобарическая гипоксия, 10 % О2) 
или снижают в раннем постгипоксическом периоде содержание продуктов липопероксидации и 
окисленного глутатиона в клетках неокортекса (гипобарическая гипоксия – ГБГ-5000, 10,6 % О2). 
В условиях отсутствия активизации процессов свободнорадикального и перекисного окисления пре-
кондиционирующие режимы гипоксии увеличивают экспрессию HIF-1a в неокортексе неустойчивых 
к гипоксии крыс, индуцируют формирование срочной и долговременной адаптации к гипоксии. Таким 
образом, активные формы кислорода не имеют определяющего значения в индукции экспрессии 
HIF-1a и формировании срочной и долговременной адаптации к гипоксии. У высокоустойчивых 
животных гипоксические воздействия в режиме прекондиционирования не влияют на экспрессию 
HIF-1a и формирование адаптации. Воздействия тяжелой гипоксии (ГБГ-7000, 8 % О2) вызывают 
активизацию процессов ПОЛ в неокортексе неустойчивых к гипоксии крыс. В условиях доминирова-
ния прооксидантных систем над антиоксидантными наблюдается снижение экспрессии HIF-1a в 
неокортексе, нарушение формирования срочной и долговременной адаптации к гипоксии.
Ключевые слова: HIF-1a, неокортекс, гипоксическое прекондиционирование, тяжелая гипоксия, 
высокоустойчивые и неустойчивые к гипоксии крысы, срочная и долговременная адаптация к ги-
поксии, перекисное окисление липидов, гидроперекиси липидов, коньюгированные диены, окисленный 
глутатион, продукты, реагирующие с тиобарбитуровой кислотой.

©   Ю.И. Кирова, Э.Л. Германова, Л.Д. Лукьянова

ВВЕДЕНИЕ

Согласно современным представлениям, 
особая роль в формировании адаптации к 
гипоксии принадлежит специфическому ги-
поксическому транскрипционному фактoру 
HIF-1 (от англ. Hypoxia Inducible Factor), ко-
ординирующему генно-опосредованные ме-

ханизмы этого процесса как на клеточном, так и 
на системном уровнях. HIF-1 экспрессируется в 
самых разных типах клеток, функционирует как 
транскрипционный активатор и ключевой регу-
лятор кислородного гомеостаза у всех ядерных 
метазоа и является эволюционным продуктом 
адаптации к изменению содержания кислорода 
в окружающей среде [12, 27, 32].



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2013, Т. 59, № 6 99

HIF-1 – это гетеродимерный редоксчув-
ствительный белок, который состоит из кон-
ститутивно экспрессируемой субъединицы 
HIF-1β и О2-регулируемой субъединицы HIF-
1α [42]. Синтез HIF-1a индуцируют разные 
группы сигнальных молекул, включая сук-
цинат, факторы роста, цитокины, гормоны, 
вазоактивные пептиды, с помощью активации 
PI3K- или MAPK-опосредованных сигналь-
ных путей [31]. Этот процесс кислороднеза-
висим. Протеасомная деградация HIF-1α ини-
циируется пролилгидроксилазами (от англ. 
Prolyl Hydroxylase-Domaine containing protein 
– PHD; HIF-1 Prolyl Hydroxylase - HPH), ко-
торые используют О2 и α-кетоглутарат в ка-
честве субстратов, необходимых для катализа 
диоксигеназной реакции. При этом один атом 
О2 включается в остаток пролина, а второй – в 
α-кетоглутарат с образованием сукцината и 
СО2 [22]. В условиях гипоксии активность 
PHDs снижается, HIF-1a аккумулируется в 
клетке, реализуется его транскрипционная 
функция, связанная с экспрессией генов 
адаптации.

В настоящее время обширная литература 
посвящена регуляции активности HIF-1, в 
том числе его взаимодействию с другими 
сигнальными путями, на разных стадиях 
адаптации к гипоксии. Так, например, ши-
роко обсуждается гипотеза триггерной роли 
активных форм кислорода (АФК) преимуще-
ственно митохондриального происхождения в 
стабилизации, активации и экспрессии HIF-1 
при гипоксическом сигналинге. Эта гипотеза 
сформировалась на основе многочисленных 
фактов, подтверждающих гипоксическую 
гиперпродукцию АФК в митохондриях [8, 
10, 37], потенцирующее их действие на 
PI3K- и MAPK-сигнальные пути [17, 36], 
ингибирование кислородными метаболитами 
HIF-специфичных пролилгидроксилаз, что 
приводит к стабилизации и аккумуляции 
последнего [10].

При обсуждении сигнальной роли АФК в 
гипоксических условиях следует учитывать, 
что способность HIF-1 связывать транс-

крипционные ко-активаторы и HRE (от англ. 
hypoxia-responsible element) генов-мишеней, 
является редоксчувствительной и регулирует-
ся соотношением GSSG/GSH [18]. Высокий 
уровень GSSG – маркера окислительного 
стресса – препятствует стабилизации HIF-1α 
в условиях гипоксии, его транслокации в 
ядро, ДНК-связыванию и взаимодействию с 
ко-активаторами транскрипции [19, 20]. При 
активации свободнорадикальных процессов, 
которая наблюдается при тяжелой гипоксии, 
возможна также окислительная модификация 
HIF-1a АФК по остаткам цистеина [41] и по-
следующая деградация окисленного HIF-1a 
в убиквитиннезависимом 20S протеасомном 
пути [34].

В последние годы появились работы, в ко-
торых доказывается, что снижение содержа-
ния молекулярного кислорода в окружающей 
среде приводит к уменьшению продукции в 
клетках АФК [5]. Так, например, показано, 
что в изолированном перфузируемом легком 
во время гипоксии уменьшается продук-
ция супероксидного радикала (О2

.-) [30]. В 
культурах клеток, инкубируемых в условиях 
гипоксии (0,01 – 4 % О2), было обнаружено 
значимое снижение активности пентозофос-
фатного цикла, что указывает на уменьшение 
митохондриальной и цитозольной продукции 
АФК. Обратный эффект наблюдался при 
гипероксии, которая вызывала увеличение 
активности пентозофосфатного цикла [38]. 
Таким образом, метаболическая продукция 
АФК является, по-видимому, прямой функ-
цией рО2, как было предсказано Boveris и 
Chance [11].

Существует и альтернативная свободно-
радикальной гипотезе точка зрения, согласно 
которой аккумуляция HIF-1α при гипоксии 
связана с репрограммированием работы ды-
хательной цепи и увеличением образования 
эндогенного сукцината – ингибитора реакций 
протеасомной деградации HIF-1α и акти-
ватора его кислороднезависимого синтеза, 
контролируемого сигнальными системами 
MAPK и PI3K [2, 6]. Содержание сукцината 
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– метаболита цикла трикарбоновых кислот 
– многократно увеличивается в тканях и 
крови при гипоксии, что позволяет считать 
его молекулярным маркером гипоксических/
ишемических состояний, сигнальная функ-
ция которого опосредуется высокоспеци-
фичным рецептором GPR91 [4, 24–26, 40]. 
Сукцинат ингибирует PHDs, способствуя тем 
самым аккумуляции HIF-1a в клетке [33]. В 
настоящее время сукцинат рассматривается 
как сигнальная молекула, благодаря которой 
осуществляется сигнальная функция мито-
хондрий, контролирующая формирование 
молекулярных механизмов адаптации к ги-
поксии [2, 6].

Резюмируя все сказанное выше, очевид-
но, что регуляция активности HIF-1α при 
гипоксии – процесс многофакторный и очень 
сложный. На сегодняшний день остаются 
нерешенными следующие принципиальные 
вопросы: 1) участвует ли HIF-1α в индукции 
срочных механизмов адаптации при разных 
режимах гипоксического воздействия; 2) вли-
яют ли фено- и генотипические особенности 
организма на участие HIF-1α в формирова-
нии срочной и долгосрочной адаптации; 3) 
существует ли корреляция между экспрес-
сией HIF-1α в тканях, активностью АФК и 
формированием резистентности организма к 
гипоксии. Именно этим вопросам посвящена 
данная работа.

МЕТОДИКА

Работа проведена на двух фенотипах живот-
ных: c низкой (НУ) и высокой устойчиво-
стью (ВУ) к гипоксии белых беспородных 
крысах-самцах, содержащихся в виварии в 
стандартных условиях [7].

В течение 15 сут животных подвергали 
воздействию: а) интервальной нормобари-
ческой гипоксии (ИНГ) в режиме преконди-
ционирования (ежедневные часовые циклы, 
состоящие из чередования кратковременных 
5-минутных периодов дыхания при посто-
янном нормальном давлении гипоксической 

газовой смесью, содержащей 10 % О2, сме-
няющихся дыханием в течение 3 мин атмос-
ферным воздухом); суммарная длительность 
гипоксического воздействия в этом случае со-
ставляла 35 мин; б) гипобарической гипоксии 
в режиме прекондиционирования – ГБГ-5000 
(подъем в барокамере на высоту 5000 м, 10,5 % 
О2 и пребывание в этих условиях в течение 
часа); в) тяжелой гипобарической гипоксии 
– ГБГ-7000 (подъем в барокамере на высоту 
7000 м, 8 % О2 и пребывание в этих условиях 
в течение часа).

Содержание HIF-1α определяли в наибо-
лее чувствительной к гипоксии ткани - коре 
головного мозга. Забор ткани проводили сразу 
(1 мин) и через 24 ч после 1-, 3-, 8- и 15-го 
применения гипоксических воздействий в вы-
бранном режиме. В эти же периоды оценивали 
степень адаптированности крыс по изменению 
их общей резистентности к гипоксии (время 
жизни в условиях острой гипобарической 
гипоксии на критической высоте).

Для определения содержания HIF-1α 
[13] получали ядерный экстракт коры го-
ловного мозга. Белки разделяли в 8%-м 
полиакриламидном геле. Перенос белков с 
последнего на нитроцеллюлозную мембрану 
осуществляли электроэлюцией в течение 60 
мин. Преинкубацию мембраны проводили 
60 мин в PBS, содержащем 0,1% Tween-20 и 
5%-е обезжиренное молоко. Затем мембрану  
инкубировали 14 ч при 40С в растворе пер-
вых поликлональных антител («Santa Cruz 
Biotechnology», CA, СШA) против HIF-1α в 
разведении 1:1000. После отмывки мембра-
ну инкубировали 60 мин в растворе вторых 
антител, коньюгированных с пероксидазой 
хрена («Santa Cruz Biotechnology», CA, СШA) 
в разведении 1:5000. Детектирование HIF-1α 
осуществляли в реакции с ECL-реагентами на 
пленку фирмы «Kodak» с последующей ден-
ситометрией (Adobe Photoshop CS5 Extended 
software version 12.0.3; Adobe Systems, San 
Jose, CA, США).

Для оценки редокс-статуса клеток неокор-
текса определяли содержание компонентов 

Фенотипические особенности экспрессии фактора, индуцированного гипоксией
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пула глутатиона (G, GSH, GSSG) [16], продук-
тов перекисного окисления липидов (ПОЛ): 
гидроперекисей липидов [21], диеновых ко-
ньюгатов полиненасыщенных жирных кислот 
[15], а также метаболитов, реагирующих с 
тиобарбитуровой кислотой (ТБК-РП) [28]. В 
клетках неокортекса определяли активность 
ключевых антиоксидантных ферментов ци-
топлазмы: глутатионпероксидазы [29], глу-
татионредуктазы [14], и Cu,Zn-содержащей 
супероксиддисмутазы [39]. Статистическую 
обработку результатов проводили с исполь-
зованием критерия t Стьюдента. Достовер-
ными считали различия между группами 
при P<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Особенности действия разных режимов 
гипоксических воздействий на содержание 
HIF-1a в неокортексе крыс с ВУ и НУ и ре-
зистентность организма.

Период полураспада HIF-1α при обычном 
содержании кислорода во вдыхаемом воздухе 
(21 %) составляет несколько минут и, благо-
даря постоянно протекающему в цитозоле 
процессу его протеасомной деградации, вну-
триклеточное содержание HIF-1a в нормок-
сических условиях достаточно низкое. Тем 
не менее, HIF-1α постоянно синтезируется в 
нормоксических условиях, что видимо, необ-
ходимо для перманентной базовой индукции 
генов, связанных с поддержанием функцио-
нальной активности клетки и, прежде всего, 
с синтезом энергии. Оказалось, однако, что 
в нормоксических условиях базовое содер-
жание HIF-1α в коре головного мозга крыс с 
разной устойчивостью к гипоксии значимо 
различается. В неокортексе крыс с НУ содер-
жание HIF-1a было в 1,7 раза выше, чем у ВУ 

(табл. 1). Таким образом, между содержанием 
HIF-1a в неокортексе и резистентностью к 
гипоксии существует обратная зависимость. 
Одной из причин наблюдаемых различий 
может быть неодинаковая интенсивность кис-
лородзависимой протеасомной деградации 
HIF-1a в неокортексе животных с ВУ и НУ 
в условиях нормоксии, обусловленная более 
высоким уровнем оксигенации коры голов-
ного мозга у первых. Это, в свою очередь, 
может определять и большую эффективность 
у них процесса деградации гипоксического 
фактора. Таким образом, существуют не 
только тканеспецифические [1, 35], но и 
выраженные фенотипические различия в 
базовом содержании HIF-1α в тканях, зави-
сящие от исходной резистентности животных 
к гипоксии.

Влияние однократного гипоксического пре-
кондиционирования на содержание HIF-1a в 
неокортексе крыс и резистентность организма. 
Одночасовое применение ИНГ(10 % О2) и ГБГ-
5000 м (10,5 % О2) индуцировало в неокортексе 
крыс с НУ двухфазное увеличение содержания 
HIF-1a (рис. 1,а). Первичное увеличение (120–
140 %) наблюдалось сразу после гипоксическо-
го воздействия. Оно было кратковременным и 
в условиях постгипоксической реоксигенации 
быстро (в течение часа) нормализовалось. Вто-
рой более продолжительный период увеличе-
ния экспрессии HIF-1a (120–130 %) развивался 
через 24 ч после гипоксического воздействия 
в условиях нормальной оксигенации, т.е. был 
кислороднезависим. Это позволяет предпола-
гать, что он вызван активацией кислороднеза-
висимого синтеза HIF-1a и/или шаперонопос-
редованной его стабилизацией [23].

Двухфазное увеличение экспрессии HIF-
1a коррелировало с динамикой формиро-
вания у крыс с НУ срочной и отсроченной 

Таблица 1. Базовое нормоксическое содержание HIF-1a в неокортексе крыс с индивидуальными различиями в 
устойчивости к острой гипоксии (в % к содержанию HIF-1a у наиболее резистентных животных)

Время жизни (11500 м), мин, сек 0’40” 1’20” 2’20” 4’20” 8’40”
HIF-1a, % 173* 174* 158* 116 100

* P < 0,05.
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резистентности к гипоксии. Ранее нами было 
показано, что однократное гипоксическое 
воздействие в режиме прекондиционирова-
ния вызывает у крыс с НУ краткосрочное 
многократное увеличение толерантности к 
острой гипоксии (в 3–9 раз; см. рис. 1,б). 
Вторичное, отсроченное увеличение толе-
рантности было существенно меньшее (в 
1,5–2 раза) и развивалось после периода ее 
относительной нормализации [3, 7].

У крыс с ВУ, в отличие от животных с 
НУ, однократное часовое воздействие ги-
поксии в режиме прекондиционирования не 
приводило ни к срочной экспрессии HIF-1α 
в коре головного мозга в первые сутки пост-
гипоксического периода, ни к увеличению 
его отсроченного синтеза (см. рис. 1,а). У 

этого фенотипа животных была также сни-
жена способность к формированию срочной 
резистентности (в 2–3 раза), а отсроченная 
не развивалась (см. рис. 1,б) [3, 7].

Таким образом, при гипоксических 
воздействиях в режиме прекондициониро-
вания срочная экспрессия HIF-1a, связан-
ная как с кислородзависимым процессом 
его стабилизации за счет ингибирования 
пролилгидроксилазных реакций, так и с 
кислороднезависимым синтезом, реализу-
ется только у крыс с НУ и отсутствует у 
животных с ВУ. Это говорит о фенотипиче-
ских различиях путей образования HIF-1α, 
влияющих на его участие в механизмах 
срочной адаптации и на формирование 
резистентности.
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Рис. 1. Фенотипические различия в экспрессии HIF-1a (неокортекс) и резистентности крыс к гипоксии на разных этапах 
формирования адаптации
1 – интервальная нормобарическая гипоксия в режиме прекондиционирования; 2 – гипобарическая 
гипоксия в режиме прекондиционирования; 3 – тяжелая гипобарическая гипоксия; I – контроль; II – 
1 мин; III – 30 мин; IV – 2 ч; V – 24 ч; VI – 3+24 ч; VII – 8+24 ч; VII – 15+24 ч
1 мин, 30 мин, 2 ч, 24 ч – продолжительность реоксигенации (минуты, часы)
1, 3, 8, 15 – количество гипоксических воздействий
24 ч – время после гипоксических воздействий
IX – неустойчивые к острой гипобарической гипоксии крысы; сохраняют жизнеспособность в этих 
условиях не более 2 мин;
X – высокоустойчивые к острой гипобарической гипоксии крысы; сохраняют жизнеспособность в этих 
условиях более 6 мин;
*P<0,05 достоверное различие с контрольной группой 
ВЖ – «время жизни»; продолжительность пребывания животного на критической высоте (11,5 тыс. м) 
до появления патологических типов дыхания
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Влияние однократного воздействие тя-
желой гипоксии на содержание HIF-1a и 
резистентность организма. Одночасовое 
применение ГБГ-7000 (8 % О2) приводило у 
обоих фенотипов животных не к увеличению, 
а первичному достоверному снижению содер-
жания HIF-1α в коре головного мозга в ранний 
постгипоксический период (первые 30 мин), 
которое могло достигать 30–40 % (см. рис. 
1,а). В последующие часы происходила его 
постепенная нормализация вплоть до полного 
восстановления исходного уровня через сут-
ки. Снижение экспрессии HIF-1α в условиях 
тяжелой гипоксии наблюдали и другие иссле-
дователи [35]. Объяснение этому явлению в 
настоящее время отсутствует, хотя имеются 
предположения, что оно может быть связано 
с нарастающим в этих условиях энергодефи-
цитом и подавлением синтеза HIF-1a на этапе 
трансляции [9]. Полученные факты указывают 
так же на то, что регуляторная функция HIF-1α 
в условиях in vivo реализуется лишь в опре-
деленном диапазоне концентраций кислорода 
во вдыхаемом воздухе и не проявляется при 
снижении до значений менее 10 %.

Несмотря на то, что у обоих фенотипов 
крыс после однократного применения тяже-
лой гипоксии наблюдалось подавление сроч-
ной экспрессии HIF-1α, способность фор-
мировать срочную резистентность к острой 
гипоксии у них сохранялась, хотя степень ее 
выраженности уменьшалась сравнительно 
с гипоксическим прекондиционированием 
(ГБГ-5000; см. рис. 1,б). В отличие от этого 
формирование отсроченной резистентности 
к острой гипоксии в этих условиях вообще 
не происходило [3, 7].

Все это говорит о том, что формирование 
отсроченных механизмов адаптации полно-
стью зависит от способности организма к 
экспрессии HIF-1α, в то время как на стадии 
индукции адаптации HIF-1α не является 
единственным сигнальным механизмом этого 
процесса.

Действие многократного (курсового) при-
менения гипоксии на динамику содержания 

HIF-1a в неокортексе крыс и резистент-
ность организма. При курсовом ежеднев-
ном применении ИНГ (10 % О2) и ГБГ-5000  
(10,5 % О2) в режиме прекондиционирова-
ния в неокортексе крыс с НУ происходило 
увеличение базового содержания HIF-1a, 
которое могло отражать активацию его син-
теза и достигало максимальных значений в 
период 3–8-го гипоксических воздействий  
(120 %ИНГ; 140 %ГБГ-5000; см. рис. 1,а). После 
15-го гипоксического воздействия содержа-
ние HIF-1a, снижалось до исходных значе-
ний, что отражало, по-видимому, завершение 
формирования адаптации.

Динамика содержания HIF-1a в КГМ 
животных с НУ коррелировала с динамикой 
формирования отсроченной резистентности 
(см. рис. 1). При увеличении числа гипок-
сических воздействий до 8 резистентность 
постепенно нарастала и превышала исходную 
в 2–2,5 раза. Однако после 15-го воздействия 
она снижалась, хотя и была выше контроль-
ного уровня в 1,5–2,0 раза (см. рис. 1,б).

В отличие от курсового прекондициони-
рования, многократное применение тяжелой 
гипоксии (ГБГ-7000, 8 % О2) вызывало у крыс 
с НУ снижение базового содержания HIF-1a 
в неокортексе, которое нарастало по мере 
увеличения числа гипоксических воздейст-
вий (до 30 % после 15-го воздействия; см. 
рис. 1,а). Устойчивое снижение экспрессии 
HIF-1a в этих условиях можно рассматривать 
как формирование дезадаптивных процессов.

У крыс с ВУ, в отличие от животных с НУ, 
ни курсовое гипоксическое воздействие в ре-
жиме прекондиционирования, ни многократ-
ное применение тяжелой гипоксии не влияли 
на содержание HIF-1α и не индуцировали 
формирование отсроченной резистентности 
к острой гипоксии (см. рис. 1).

Таким образом, только у фенотипа крыс с 
НУ в условиях гипоксического прекондици-
онирования была установлена положитель-
ная динамика экспрессии HIF-1a, которая 
коррелировала с увеличением резистентно-
сти к острой гипоксии. Тяжелая гипоксия 
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индуцировала у них отрицательную дина-
мику экспрессии HIF-1a, снижение срочной 
резистентности и нарушение формирования 
долговременной адаптации к гипоксии.

Влияние разных режимов гипоксических 
воздействий на редокс-статус и экспрессию 
HIF-1a в неокортексе крыс с НУ.

Однократное воздействие разных ре-
жимов гипоксии (ИНГ-10 % О2, ГБГ-5000 
– 10,5 % О2, ГБГ-7000 – 8 % О2) вызывало 
разнонаправленные срочные изменения па-
раметров редокс-статуса клеток неокортекса 
у крыс с НУ. Воздействие ИНГ не влияло на 
содержание продуктов липидной пероксида-
ции и компонентов системы глутатиона, но 
индуцировало кратковременное увеличение 
активности Cu,Zn-СОД (рис. 2). Таким обра-
зом, ИНГ не влияла на редокс-статус клеток 
и оказывала лишь срочное кратковременное 
потенцирующее действие на антиоксидант-
ную систему.

В отличие от ИНГ, часовое воздействие 
ГБГ-5000 вызывало в раннем постгипокси-
ческом периоде снижение содержания ги-
дроперекисных метаболитов и GSSG в клет-
ках неокортекса, а также кратковременную 
активацию Cu,Zn-СОД, более выраженную 
сравнительно с ИНГ (см. рис. 2). Вторичное 
увеличение активности СОД происходило 
через 24 ч реоксигенации. Следовательно, 
в отличие от ИНГ, воздействие ГБГ-5000 
сопровождалось снижением интенсивности 
процессов свободнорадикального и пере-
кисного окисления в неокортексе, и этот 
процесс являлся суммарным итогом сниже-
ния скорости АФК-генерации и активизации 
антиоксидантной системы.

Таким образом, при однократных гипок-
сических воздействиях в режиме прекондици-
онирования увеличение срочной экспрессии 
HIF-1a происходит при отсутствии измене-
ний редокс-статуса клеток неокортекса (ИНГ) 

Фенотипические особенности экспрессии фактора, индуцированного гипоксией

Рис. 2. Влияние однократного воздействия разных режимов гипоксии на содержание продуктов липидной пероксидации, 
окисленного глутатиона, активность Cu,Zn-супероксиддисмутазы и экспрессию HIF 1a в неокортексе крыс, неустой-
чивых к гипоксии
1 – HIF-1a, 2 – окисленный глутатион, 3 – Cu,Zn-супероксиддисмутаза, 4 – гидроперекиси липидов, 
5 – диеновые коньюгаты, 6 – продукты, реагирующие с тиобарбитуровой кислотой;
I – контроль; II – 1 мин; III – 30 мин; IV – 2 ч; V – 24 ч
1 мин, 30 мин, 2 ч, 24 ч – продолжительность реоксигенации (минуты, часы)
VI – интервальная нормобарическая гипоксия в режиме прекондиционирования; VII – гипобарическая 
гипоксия в режиме прекондиционирования; VIII – тяжелая гипобарическая гипоксия.
*P<0,05 достоверное различие с контрольной группой 
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или даже на фоне снижения интенсивности 
процессов свободнорадикального окисления 
(ГБГ-5000). Полученные результаты позво-
ляют предполагать, что АФК не участвуют в 
регуляции срочной экспрессии HIF-1α.

При однократном воздействии тяжелой 
формы гипоксии (ГБГ-7000) в клетках нео-
кортекса происходило кратковременное сни-
жение экспрессии HIF-1a на фоне увеличения 
содержания гидроперекисных метаболитов, 
диеновых коньюгатов и GSSG в ранний пост-
гипоксический период с последующей быст-
рой (через 2 ч) его нормализацией (см. рис. 2). 
Восстановление базового уровня экспрессии 
HIF-1a в постгипоксическом периоде может 
свидетельствовать о транзиторном характере 
нарушений синтеза HIF-1a, индуцированных 
тяжелой гипоксией [9]. Тем не менее, актив-
ность Cu,Zn-СОД и глутатионзависимых ан-
тиоксидантных ферментов после воздействия 
ГБГ-7000 значимо не менялась, что говорит 

о снижении способности к мобилизации ан-
тиоксидантной защиты.

Курсовое воздействие гипоксии в режиме 
прекондиционирования (ИНГ, ГБГ-5000) не 
влияло в неокортексе крыс с НУ на долгос-
рочную динамику содержания продуктов 
липидной пероксидации и компонентов пула 
глутатиона (рис. 3). Однако при курсовом 
воздействии ГБГ-5000, в отличие от курсового 
применения ИНГ, в неокортексе крыс с НУ на-
блюдалась устойчивая активация Cu,Zn-СОД 
(см. рис. 3). Таким образом, защитные анти-
оксидантные эффекты курсового применения 
ГБГ-5000 значимо превосходили соответству-
ющие эффекты курсового воздействия ИНГ.

Несмотря на отсутствие при курсовом 
гипоксическом прекондиционировании изме-
нений интенсивности свободнорадикальных 
процессов, в неокортексе крыс с НУ проис-
ходило постепенно нарастающее в процессе 
тренировок увеличение базового содержания 

Ю.И. Кирова, Э.Л. Германова, Л.Д. Лукьянова

Рис. 3 Влияние курсового воздействия разных режимов гипоксии на содержание продуктов липидной пероксидации, 
окисленного глутатиона, активность Cu,Zn- супероксиддисмутазы и экспрессию HIF-1a в неокортексе крыс, неустой-
чивых к гипоксии
1 – HIF-1a, 2 – окисленный глутатион, 3 – Cu,Zn-супероксиддисмутаза, 4 – гидроперекиси липидов, 
5 – диеновые коньюгаты, 6 – продукты, реагирующие с тиобарбитуровой кислотой; 
I – контроль; II – 1+24 ч; III – 3+24 ч; IV – 8+24 ч; V – 15+24 ч
1, 3, 8, 15 – количество гипоксических воздействий, 24 ч – время после гипоксических воздействий, 
VI – интервальная нормобарическая гипоксия в режиме прекондиционирования; VII – гипобарическая 
гипоксия в режиме прекондиционирования; VIII – тяжелая гипобарическая гипоксия. * Р<0,05 досто-
верное различие с контрольной группой
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HIF-1a, достигающее максимальных значе-
ний после 8-го гипоксического воздействия 
(см. рис. 3). При курсовом, также как и при 
однократном применении гипоксических воз-
действий в режиме прекондиционирования, 
формирование HIF-1-зависимых механизмов 
адаптации протекало на фоне отсутствия 
признаков активации свободнорадикальных 
процессов, что ставит под сомнение необхо-
димость их участия в механизмах отсрочен-
ной экспрессии HIF-1α.

Противоположные эффекты были полу-
чены при курсовом применении тяжелых ги-
поксических воздействий (ГБГ-7000). В этом 
случае в неокортексе крыс с НУ наблюдалось 
устойчивое увеличение содержания гидропе-
рекисных соединений, диеновых коньюгатов 
полиненасыщенных жирных кислот, ТБК-РП, 
GSSG, которое достигало максимальных значе-
ний после 8-го воздействия (см. рис. 3). В этот 
же период, на пике активации свободноради-
кальных процессов, развивалось устойчивое 
снижение (на 25–30 %) содержания HIF-1α в 
КГМ, что может быть связано с активизаци-
ей убиквитиннезависимого пути деградации 
окислительно-модифицированного HIF-1α 
[34] (см. рис. 3). При этом активность анти-
оксидантных ферментов неокортекса (глута-
тионпероксидазы, глутатионредуктазы, СОД) 
не отличалась от контрольной, но устойчивая 
активация процессов ПОЛ указывает на несо-
стоятельность механизмов антиоксидантной 
системы неокортекса в этих условиях.

Полученные результаты позволяют пред-
полагать, что при курсовом применении 
тяжелых гипоксических воздействий, сопут-
ствующая активация свободнорадикальных 
процессов может быть одной из причин по-
давления отсроченной аккумуляции HIF-1α 
и отрицательно влиять на формирование 
долгосрочной адаптации к гипоксии.

Заключение

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что базовое содержание HIF-1a в нор-

моксической ткани и интенсивность его экс-
прессии в гипоксических условиях зависят 
от фенотипа животных, т.е. генетически де-
терминированы. При этом в нормоксических 
условиях между содержанием HIF-1 α в ядер-
ной фракции и исходной резистентностью 
животных к гипоксии существует обратная 
зависимость, свидетельствующая о феноти-
пических различиях путей образования и ак-
кумуляции HIF-1α (в системах пролилгидрок-
силазных реакций и сигнальных путях PI3K 
и МАРК-зависимого синтеза), влияющих на 
его участие в механизмах срочной адаптации 
и на формирование резистентности.

Гипоксические воздействия в режиме 
прекондиционирования (содержание О2 во 
вдыхаемом воздухе не менее 10 %) способ-
ствуют индукции срочной экспрессии HIF-1a 
(при однократном применении гипоксии) и 
отсроченному увеличению базового содер-
жания HIF-1a (при курсовом применении 
гипоксии) только у фенотипа крыс с НУ и 
отсутствует у животных с ВУ. Этот фазный 
процесс коррелирует с динамикой формиро-
вания у животных с НУ срочной и отсрочен-
ной резистентности к гипоксии и протекает 
без признаков окислительного стресса (при 
отсутствии активации свободнорадикаль-
ных процессов и изменения редокс-статуса 
ткани). Все это свидетельствует о: а) фено-
типически опосредованной вовлеченности 
HIF-1 не только в механизмы отсроченной, 
но и срочной адаптации к гипоксии и б) воз-
можности реализации сигнальной функции 
HIF-1 без участия АФК.

Специфическая транскрипционная функ-
ция HIF-1α в условиях in vivo реализуется 
лишь в определенном диапазоне концентра-
ций кислорода во вдыхаемом воздухе и не 
проявляется при ее снижении до значений 
менее 10 %. При 8 % О2 у обоих фенотипов 
животных наблюдается не увеличение, а 
достоверное снижение содержания HIF-1α в 
коре головного мозга в ранний постгипокси-
ческий период, которое нарастает у живот-
ных с НУ при многократном гипоксическом 
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воздействии. При этом, однако, у них сохра-
няется способность формировать срочную 
резистентность к острой гипоксии, хотя сте-
пень ее выраженности снижена сравнительно 
с гипоксическим прекондиционированием. 
В то же время при данном режиме оксигена-
ции и у животных с НУ, и с ВУ отсутствует 
способность формировать отсроченную рези-
стентность к острой гипоксии. Следователь-
но, формирование долгосрочных механизмов 
адаптации зависит от способности организма 
синтезировать и аккумулировать в этот пери-
од HIF-1α, который является, видимо, глав-
ным регуляторным фактором, ответственным 
за этот процесс. Однако частичное сохране-
ние способности организма к формированию 
срочной резистентности  свидетельствует о 
том, что на стадии индукции адаптации HIF-
1α не является единственным сигнальным 
механизмом этого процесса.

Отсутствие активации свободнорадикаль-
ных процессов при однократном и курсовом 
применении гипоксических воздействий в 
режиме прекондиционирования ставит под 
сомнение необходимость их участия в меха-
низмах срочной и отсроченной экспрессии 
HIF-1α и формировании резистентности ор-
ганизма в этих условиях. Однако активация 
свободнорадикальных процессов в услови-
ях тяжелой гипоксии (8 % О2) может быть 
причиной подавления срочной экспрессии и 
отсроченной аккумуляции HIF-1α.

Выводы

1. HIF-1α выполняет сигнальную функцию 
при формировании не только долгосрочных 
механизмов адаптации, но и (частично) на 
стадии ее индукции лишь в определенном 
диапазоне концентраций кислорода во вды-
хаемом воздухе (не менее 10% О2) и преиму-
щественно у животных с НУ, что указывает на 
фенотипическую опосредованность процесса, 
т.е. его генетическую детерминированность.

2. Сигнальная функция HIF-1α при форми-
ровании срочной и долгосрочной адаптации 

и резистентности организма не реализуется 
при концентрации кислорода менее 10%, что 
связано с подавлением срочной экспрессии и 
синтеза HIF-1α в этих условиях.

3. Сигнальная функция HIF-1α при ги-
поксических воздействиях в режиме пре-
кондиционирования не требует участия АФК 
и реализуется при отсутствии признаков 
окислительного стресса. Однако активация 
свободнорадикальных процессов при тяже-
лых формах гипоксии (8 % О2) может способ-
ствовать подавлению срочной экспрессии и 
синтеза HIF-1α и формирования долгосроч-
ной адаптации к гипоксии.

Ю.І. Кірова, Е.Л. Германова, Л.Д. Лук’янова

Фенотипові особливості експресії 
фактора, індукованого гіпоксією, і 
редокс-статус клітин неокортексу 
щурів на різних стадіях адаптації 
до гіпоксії 

Гіпоксичні впливи в режимі прекондиціювання виклика-
ють в корі головного мозку нестійких до гіпоксії щурів фа-
зове збільшення експресії фактора, індукованого гіпоксією 
(HIF-1a). Показано, що після кожного гіпоксичного впливу 
спостерігається короткочасна фаза негайної експресії HIF-
1a, яка швидко нівелюється в нормоксичних умовах. Вто-
ринне збільшення експресії розвивається через добу після 
чергового гіпоксичного впливу. Фазовий характер негайної 
та довгострокової експресії HIF-1a корелює з динамікою 
формування у нестійких до гіпоксії щурів негайної та 
відстроченої резистентності, що дає змогу припускати 
залученість HIF-1 у механізми не тільки довготривалої, 
але й негайної адаптації до гіпоксії. Показано, що впливи 
гіпоксії в режимі прекондиціювання мобілізують антиок-
сидантну систему (індукують активацію Cu, Zn-СОД), не 
впливають на інтенсивність процесів ПОЛ в неокортексі 
(інтервальна нормобарична гіпоксія, 10 % О2) або знижу-
ють в ранньому постгіпоксичному періоді вміст продуктів 
ліпопероксидації та окисненого глутатіону в клітинах нео-
кортексу (гіпобарична гіпоксія – ГБГ-5000, 10,6 % О2). За 
відсутності активізації процесів вільнорадикального і пе-
рекисного окиснення гіпоксичне прекондиціювання збіль-
шує експресію HIF-1a в неокортексі нестійких до гіпоксії 
щурів, індукує формування негайної та довготривалої 
адаптації до гіпоксії. Таким чином, активні форми кисню 
не мають визначального значення в індукції експресії HIF-
1a і формуванні адаптації до гіпоксії. У «високостійких» 
тварин гіпоксичні впливи в режимі прекондиціювання не 
впливають на експресію HIF-1a і формування адаптації. 
Впливи важкої гіпоксії (ГБГ-7000, 8 % О2) викликають 
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активізацію процесів ПОЛ в неокортексі нестійких до 
гіпоксії щурів. В умовах домінування прооксидантних 
систем над антиоксидантними спостерігається зниження 
експресії HIF-1a в неокортексі, порушення формування 
термінової та довготривалої адаптації до гіпоксії.
Ключові слова: HIF-1a, неокортекс, гіпоксичне прекон-
диціювання, важка гіпоксія, високостійкі і нестійкі до 
гіпоксії щури, негайна і довготривала адаптація до гіпоксії, 
перекисне окиснення ліпідів, гідроперекиси ліпідів, кон’ю-
говані дієни, окиснений глутатіон, продукти, що реагують 
з тіобарбітуровою кислотою.

Yu.I. Kirova, E.L. Germanova, L.D. Lukyanova

Phenotypic characteristics of HIF-1 
alpha expression and redox status in 
rat neocortical cells at different 
stages of adaptation to hypoxia

Hypoxic preconditioning induces two-phase increase of HIF-
1a expression in the neocortex of low-resistance rats. The first, 
brief phase appears after each hypoxic episode and rapidly 
disappears in normoxic conditions. The second increase in 
of HIF-1a expression occurs in 24 hours after the hypoxic 
episode. The phase-nature of HIF-1a expression corresponds 
to the dynamics of urgent and long-term resistance in low-
resistance rats, which suggests the HIF-1α involvement in 
mechanisms of urgent and long-term adaptation. It was found 
that in the mode of preconditioning, hypoxic treatments mo-
bilized the anti-oxidant system (activated Cu, Zn-SOD) and 
had no effect on the intensity of lipid peroxidation processes 
in neocortex (INH, 10% O2) or even decreased the content 
of lipid peroxidation products and oxidized glutathione in 
neocortical cells in the early post-hypoxic period (HBH-5000, 
10.5% O2). Thus, ROS do not play a key role in the induction of 
HIF-1α expression and fast-response/long-term adaptation to 
O2 deficiency in hypoxia-sensitive animals. In high-resistance 
rats, hypoxia preconditioning does not influence the HIF-1a 
protein expression and the adaptation. Severe hypoxic modes 
(HBH-7000, 8% O2) caused activation of lipid peroxidation 
processes in neocortex of hypoxia-sensitive rats. With the 
pro-oxidant systems dominating over the anti-oxidant ones, 
the neocortical expression of HIF-1α was found to decrease, 
which was accompanied by the impairment of the mechanisms 
of fast-response/long-term adaptation to hypoxia.
Key words: HIF-1a, neocortex, preconditioning hypoxia, 
severe hypoxia, high-resistance rats, low-resistance rats, urgent 
and long-term adaptation to hypoxia, lipid peroxidation, lipid 
hydroperoxides, conjugated dienes, thiobarbituric acid reactive 
substances, oxidized glutathione.
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М.В. Сидорова, Е.А. Рыбникова, А.В. Чурилова, В.И. Портниченко, М.О. Самойлов 

Влияние различных режимов умеренной гипобари­
ческой гипоксии на экспрессию фактора, индуциро­
ванного гипоксией, в неокортексе крыс

иммуногистохимическим методом исследованы изменения экспрессии фактора, индуцированного 
гипоксией, (HIF-1α) в неокортексе крыс после воздействий умеренной гипобарической гипоксией (УГГ) 
в нескольких режимах (одно-, трех- и шестикратные сеансы), отличающихся по эффективности 
нейропротективного действия. Установлено, что трехкратная экспозиция УГГ, представляющая 
собой наиболее эффективный протективный режим при применении в качестве гипоксического пре-
кондиционирования, оказывает наиболее выраженный эффект на активность HIF-1, существенно 
повышая экспрессию его регуляторной α-субъединицы в пирамидальных нейронах неокортекса крыс. 
Результаты свидетельствуют о важной роли HIF-1α в механизмах формирования гипоксической 
толерантности мозга, индуцируемых прекондиционированием трехкратной УГГ. 
Ключевые слова: умеренная гипобарическая гипоксия, нейропротективный эффект, фактор, ин-
дуцированный гипоксией.
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ВВЕДЕНИЕ

Нервные клетки гиппокампа и неокортекса 
чрезвычайно чувствительны к гипоксии. 
Даже непродолжительная депривация кис-
лорода вызывает значительные нарушения 
нейрональных функций, а более длительные 
гипоксические эпизоды (десятки минут) 
приводят к структурным нарушениям ней-
ронов и, в конечном итоге, их гибели [4, 14]. 
С последствиями повреждающего действия 
гипоксии в настоящее время связывают 
этиологию и патогенез многих неврологи-
ческих и нервно-психических заболеваний, 
в том числе инсульты, деменции, болезни 
Парксинсона и Альцгеймера [10]. Поэтому 
проблема повышения резистентности мозга 
к тяжелым формам гипоксии актуальная. В 
этом отношении актуальны исследования, 
активно развивающиеся в последние годы и 
связанные с разработкой немедикаментозных 
способов, индуцирующих гипоксическую/
ишемическую толерантность мозга. Одним 
из наиболее эффективных и перспективных 

таких способов является гипоксическое 
прекондиционирование (ГП), основанное на 
применении повторяющихся сеансов умерен-
ной гипоксии, в частности гипобарической 
[2, 5, 6, 13]. Установлено, что ГП оказывает 
выраженное нейропротективное действие, 
предотвращая структурно-функциональные 
повреждения нейронов мозга в условиях тя-
желой гипоксии [5, 8, 11, 12]. Вызываемое ГП 
формирование гипоксической/ишемической 
толерантности нейронов мозга обусловлено 
индукцией эндогенных геномзависимых 
процессов адаптации и нейропротекции, за-
трагивающих все уровни внутриклеточных 
регуляторных механизмов от активности 
сигнальных каскадов до экспрессии генома и 
синтеза проадаптивных белков [6, 9]. Однако 
до сих пор остается неясным, какой нейрохи-
мический фактор выполняет роль первичного 
медиатора эффектов ГП, вызывая индукцию 
проадаптивных процессов. Наиболее веро-
ятным кандидатом на эту роль в настоящее 
время считается фактор, индуцированный 
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гипоксией, HIF-1, контролирующий клеточ-
ные реакции на гипоксию на молекулярном 
уровне [16]. 

HIF-1 – это aβ-гетеродимерный белковый 
комплекс, связывающийся со специфической 
последовательностью ДНК (HRE), и регули-
рующий экспрессию большого числа генов-
мишеней. Являясь ключевым звеном вну-
триклеточного гипоксического сигналлинга, 
HIF-1 осуществляет транскрипционную 
регуляцию генов, вовлекающихся в базисные 
молекулярно-клеточные механизмы адапта-
ции, роста, пролиферации и дифференциации 
клеток [17]. Перечень мишеней HIF-1 включа-
ет большое число генов, продуктами которых 
являются эритропоетин и ферменты, регули-
рующие механизмы переключения с аэробного 
метаболизма на гликолиз. Активность HIF-1 
зависит от наличия a-субъединицы (HIF-1a), 
которая при нормоксии быстро разрушается в 
кислородзависимых реакциях пролилгидрок-
силирования и убиквитинации, но стабилизи-
руется с последующей транслокацией в ядро 
в условиях гипоксии, когда деградирующие ее 
ферменты инактивируются [1]. 

HIF-1 считается фактором периферической 
адаптации, реализующим свое про-адаптивное 
влияние за счет стимуляции эритропоэза, ан-
гиогенеза, утилизации глюкозы, перестройки 
процессов транспорта кислорода, тканевого 
дыхания и термогенеза и др. [3, 7]. Вместе с тем 
в последнее время уделяется большое внимание 
возможной нейропротективном значении HIF-1 
в мозгу. Обнаружено что у «нокаутных» мы-
шей с дефицитом HIF-1 в мозгу гипоксическая 
толерантность после ГП не формируется [15], 
что также согласуется с гипотезой о ключевой 
роли HIF-1 в реализации нейропротективного 
действия ГП. Однако необходимы детальные 
исследования этого вопроса. Целью настоящей 
работы явился анализ изменений экспрессии 
HIF-1α в неокортексе крыс после  воздействий 
умеренной гипобарической гипоксией в не-
скольких режимах (одно-, трех- и шестикратные 
сеансы), отличающихся по эффективности 
нейропротективного действия. 

МЕТОДИКА

Опыты проведены на самцах крыс линии 
Вистар массой 200–250 г. Экспозицию уме-
ренной гипобарической гипоксии проводили 
в барокамере проточного типа, куда живот-
ные помещались на 2 ч, при этом давление 
в барокамере ступенчато снижали до 360 мм 
рт.ст. В случае однократного гипоксического 
воздействия (1УГГ) крыс декапитировали 
спустя 3 и 24 ч. При применении многократ-
ных воздействий соответствующее количе-
ство гипоксических сеансов (три и шести) 
осуществляли с интервалом 24 ч, а декапи-
тацию животных производили через 3 и 24 ч 
после последнего сеанса гипоксии. 

После декапитации крыс мозг быстро 
извлекали и выделяли коронарные сегмен-
ты, содержащие париетальный неокортекс. 
Образцы фиксировали молекулярным фик-
сатором FineFix («Milestone», Iталия) 24 ч 
при +40C. Далее препараты промывали в 
проточной воде в течение 2 ч и обезвожи-
вали, проводя через этиловые спирты воз-
растающей концентрации (50, 70, 80, 96 % 
по 1 ч) и через бутанолы (1 ч и ночь). Затем 
материал проводили через 4 порции ксилола 
(по 15 мин), 3 порции парафина (по 45 мин) 
и заливали в парафиновые блоки. Далее при 
помощи микротома изготавливали серии 
чередующихся срезов мозга во фронтальной 
плоскости толщиной 7 мкм на уровне -2,80 
мм от брегмы. Они использовались для коли-
чественной иммуноцитохимической оценки 
содержания белка HIF-1α в неокортексе (V 
слой). После стандартных процедур депара-
финизации, регидратации и демаскировки 
антигена, срезы в течение ночи при +4°C 
инкубировали с первичными поликлональны-
ми кроличьими антителами к HIF-1α («Santa 
Cruz Biotechnology», Inc, СШA, развведение 
1:100), а далее использовали авидин-биотино-
вую систему детекции («Vector Laboratories», 
Inc, Великобритания). Для визуализации 
реакции использовали диаминобензидин. 
После обезвоживания и заключения срезов в 
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желатин проводили количественный анализ 
иммунореактивности нейронов с исполь-
зованием системы, состоящей из светового 
микроскопа Jenaval («Carl Zeiss», Германия), 
цифровой камеры Baumer CX05c («Baumer 
Optronic», Германия) и компьютера IBM 
PC с программным обеспечением Videotest 
Master Morphology. На основании оценки 
оптической плотности клетки разделяли на 2 
класса: интенсивно- (класс 1) и слабо- (класс 
2) HIF-1α-иммунопозитивные, анализирова-
ли общее число иммунореактивных клеток, 
и число клеток каждого класса. Результаты 
статистически обрабатывали с помощью па-
кетов анализа данных Statistica 7.0 Stat Soft, 
Inc и Microsoft Excel’2002, использовали од-
нофакторный дисперсионный анализ ANOVA 
(Р<0,05). Все результаты представлены в виде 
среднего арифметического ± SEM (standard 
error of the mean) и выражены в процентах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Содержание HIF-1α оценивали в  V слое 
неокортекса, в котором локализуются круп-
ные пирамиды, являющиеся основными 
проекционными нейронами неокортекса. 
Существенных изменений общего числа 
HIF-1α-иммунопозитивных нейронов как 
после однократного, так и многократных 
(три и шести) воздействий умеренной гипо-
барической гипоксией не наблюдалось (рис. 
1). Однако следует отметить некоторое уве-
личение числа нейронов, экспрессирующих 
HIF-1α, у животных, которым предъявляли 
трехкратные УГГ, но не другие воздействия. 

У контрольных животных в этой обла-
сти преобладали HIF-1α-слабопозитивные 
пирамидальные нейроны (рис. 2). Одно- и 
шестикратные сеансы УГГ незначительно 
повышали интенсивность экспрессии HIF-1α, 
о чем свидетельствует достоверно возросшее 
по сравнению с контролем число клеток 1-го 
класса. Причем шестикратные сеансы УГГ в 
отличие от однократных индуцировали к 3 ч 
достоверное (на 400 %) увеличение количест-

ва клеток 1 класса (интенсивнопозитивных). 
Вместе с тем трехкратное воздействие УГГ 
оказывало выраженный стимулирующий 
эффект на экспрессию HIF-1α. Число клеток 
1-го класса возрастало до 1200–1400 % от 
контрольного уровня (см. рис. 2). Этот эф-
фект развивался уже к 3 часам после послед-
него сеанса трехкратной УГГ и сохранялся и 
на 24-часовом сроке. 

Ранее в наших исследованиях проводился 
анализ эффективности использования одно-
, трех- и шестикратной УГГ в качестве ГП. 
Согласно этим данным, однократное прекон-
диционирующее воздействие, в отличие от 
трехкратного, не предотвращает структур-
но-функциональные повреждения, вызыва-
емые тяжелой гипоксией, а шестикратное 
ГП оказывает частичный корректирующий 
эффект [5]. Таким образом, трехкратные се-
ансы УГГ представляют собой оптимальный 
режим ГП, а индуцируемые им механизмы 
по всей видимости отражают эндогенные 
нейропротективные процессы, обуслов-
ливающие формирование гипоксической 
толерантности мозга. Показано, что выра-
женная оверэкспрессия рCREB и NF-κB65 
в неокортексе выявляется после трех-, но не 
одно- и шестикратных сеансов прекондици-
онирования. В данной работе установлено, 
что трехкратная экспозиция УГГ оказывает 
наиболее выраженный эффект на активность 

Рис. 1. Влияние сеансов умеренной гипобарической ги-
поксии (УГГ) различной кратности (одно-, трех-, шести) 
на количество нейронов неокортекса, экспрессирующих 
HIF-1α: 1 – контроль, 2, 3, 4 – одно-, трех-, шестикратная 
УГГ соответственно
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HIF-1, существенно повышая экспрессию его 
регуляторной α-субъединицы в нейронах нео-
кортекса крыс. Сопоставляя эти результаты с 
эффективностью режимов ГП, можно сделать 
заключение, что формирование гипоксиче-
ской толерантности мозга, индуцируемое 
трехкратной УГГ, сопровождается оверэкс-
прессией HIF-1α. 

Работа поддержана грантом РФФИ  
№ 11-04-00677,  совместным грантом РФФИ 
№13-04-90433 и ГФФИ Украины № Ф53.4/038. 

М.В.Сидорова, О.О. Рибникова, Г.В. Чурилова, 
В.I.Портнiченко, М.О. Самойлов

ВПЛИВ РІЗНИХ РЕЖИМІВ ПОМІРНОЇ 
ГІПОБАРИЧНОЇ ГІПОКСІЇ НА ЕКСПРЕСІЮ 
ФАКТОРА, індукованого гіпоксією, У 
НЕОКОРТЕКСІ ЩУРІВ

Імуногістохімічним методом досліджено зміни експресії 
гіпоксііндуцибельного фактора 1α (HIF-1α) у неокортексі 
щурів після впливів помірної гіпобаричної гіпоксії (ПГГ) 
в декількох режимах (одно-, трьох-і шестикратні сеанси), 
що відрізняються за ефективністю нейропротективної 
дії. Встановлено, що триразова експозиція ПГГ, що являє 

Рис. 2. Эффекты одно- (1УГГ), трех- (3УГГ), шестикратной (6УГГ) на интенсивность экспрессии HIF-1α,  распределение 
HIF-1α иммунопозитивных клеток по классам интенсивности. 1-й класс – интенсивно-иммунопозитивные клетки, 2-й 
класс – слабоиммунопозитивные клетки. Результаты представлены в процентах от общего количества клеток (левая 
колонка), либо от контрольных значений (правая колонка), в виде среднего ± ошибка среднего
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собою найбільш ефективний протективний режим при 
застосуванні як гіпоксичне прекондиціювання, спричинює 
найбільш виражений ефект на активність HIF-1, істотно 
підвищуючи експресію його регуляторної α-субодиниці 
в пірамідальних нейронах неокортексу щурів. Результати 
свідчать про важливу роль HIF-1α у механізмах фор-
мування гіпоксичної толерантності мозку, індукованих 
прекондиціюванням триразовою ПГГ. 
Ключові слова: помірна гіпобарична гіпоксія, нейропро-
тективний ефект, фактор HIF-1α .

 M.V. Sidorova, E.A. Rybnikova, A.V. Churilova, 
V.I. Portnichenko, M.O. Samoilov

THE IMPACT OF MILD HYPOBARIC  
HYPOXIA IN DIFFERENT MODES ON  
EXPRESSION OF HIF-1a  IN RAT NEOCORTEX

Using quantitative immunohistochemistry, modifications of 
HIF-1a expression in neocortex of rats exposed to various 
modes of mild hypobaric hypoxia (MHH) (1, 3 and 6 episodes) 
differed in their neuroprotective efficacy have been studied. It 
has been shown that three-trial MHH being the most effective 
neuroprotective mode when used as a preconditioning produces 
most considerable changes in HIF-1 by substantial up-regulation 
of its regulatory a-subunit expression in the rat neocortex. Pres-
ent findings support the hypothesis on important roles of HIF-1 
in the mechanisms of brain hypoxic tolerance induced by the 
hypoxic preconditioning with three-trial MHH. 
Key words: mild hypobaric hypoxia, neuroprotective effect, 
hypoxia-inducible factor HIF-1.

Pavlov Institute of Physiology, RAS, St.Petersburg, Russia; 
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Влияние пренатальной гипоксии на функцию  
гипофизарно-адренокортикальной системы  
и рабочую память у крыс

В проведенном исследовании с использованием количественного иммуноцитохимического метода 
впервые проведен сравнительный анализ влияния тяжелой гипобарической гипоксии в различные 
периоды пренатального развития на характер экспрессии глюкокортикоидных рецепторов GR в 
дорсальном (СА1) и вентральном (зубчатая извилина) гиппокампе и неокортексе крыс, их стресс-
реактивность и рабочую память. Согласно полученным данным, тяжелая гипоксия в пренаталь-
ном периоде индуцирует выраженные нарушения экспрессии GR в нейронах неокортекса взрослых 
самцов, но не самок, что коррелирует с дефицитом рабочей памяти у самцов, перенесших воздей-
ствие гипоксии на 14–16-е сутки пренального онтогенеза. Увеличение стрессового содержания 
кортикостерона было выявлено лишь у самок, подвергшихся воздействию гипоксии в пренатальном 
периоде на 17–19-е сутки. Гипоксия у самок и самцов приводит к неодинаковым изменениям функции 
гиппокампа, а также других структур, причастных к обучению. 
Ключевые слова: пренатальная гипоксия, гиппокамп, неокортекс, глюкокортикоидные рецепторы, 
гипофизарно-адренокортикальная система, рабочая память.
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ВВЕДЕНИЕ

Пренатальный период – наиболее важный в 
развитии организма. Именно в этот период 
он чрезвычайно уязвим: любые неблагопри-
ятные изменения, происходящие в организме 
беременной женщины, вследствие болезней 
или действия вредных факторов извне, мо-
гут привести к множественным порокам 
развития, а также к недоразвитию или функ-
циональной незрелости органов плода. По 
наблюдениям клиницистов, особое место 
среди факторов риска нарушений развития 
плода занимает гипоксия. Гипоксия плода 
возникает в результате нарушения маточно-
плацентарного кровотока, заболеваний пло-
да, стресса и наличия у матери устойчивой 
зависимости от вредных привычек. Многие 
последствия внутриутробной гипоксии нео-
братимы и могут прослеживаться в течение 
длительного времени или со значительной 
задержкой после воздействия. Внутриутроб-

ная гипоксия часто сочетается с поражени-
ями нервной системы и неврологическими 
расстройствами у детей раннего возраста, а 
также может повышать риск возникновения 
психических и нейродегенеративных забо-
леваний в более зрелом возрасте [11, 16]. 
Последствия действия гипоксии в раннем 
онтогенезе требуют особого внимания и 
являются предметом изучения в специально 
проводимых экспериментах на животных.

Эффекты пренатальной гипоксии не 
всегда соответствуют степени ее тяжести. 
Для развития организма первостепенное 
значение имеют сроки онтогенеза, в которые 
произошла экспозиция гипоксии. В течение 
пренатального и раннего постнатального 
онтогенеза выделяют несколько критиче-
ских периодов, когда организм становится 
особенно восприимчив к неблагоприятным 
внешним воздействиям [9, 21]. Нарушения, 
обусловленные действием повреждающих 
факторов во время раннего онтогенеза, могут 



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2013, Т. 59, № 6 117

приводить к возникновению не только грубых 
дефектов развития (врожденные аномалии – 
уродства), но и различных функциональных 
расстройств в деятельности клеток, органов 
и систем всего организма. При действии 
повреждающих факторов в ранние сроки, 
в период активного органогенеза, может 
происходить рассасывание плодов или их 
гибель, увеличение частоты хромосомных 
аберраций в клетках тканей организма, а 
также появление таких пороков развития, как 
аненцефалия, ацефалия, анофтальмия, заячья 
губа, фокомелия, амелия, атрезия ротового 
отверстия и др. [7, 26, 30]. Появление функ-
циональных нарушений связывают с более 
поздними сроками пренатального онтогенеза 
[1, 6, 13, 15] – третья неделя беременности 
у крыс, соответствующая периоду позднего 
органогенеза. 

При изучении последствий влияний 
пренатальной гипоксии на развитие мозга 
особый интерес представляет гиппокамп и 
новая кора. Корковые структуры головного 
мозга играют важную роль в обеспечении 
адаптивных реакций при стрессе, при этом 
их роль не ограничивается только интегра-
цией процессов обучения или восприятием 
сложных взаимосвязей отрицательных раз-
дражителей и выработки соответствующих 
поведенческих навыков. Как гиппокамп, так 
и различные области новой коры способны 
регулировать активность паравентрикуляр-
ных ядер гипоталамуса и, следовательно, 
активность гипоталамо-гипофизарной систе-
мы [19, 23] через корково-гипоталамические 
пути, [22], а также через проекционные про-
водящие пути к ядру терминальной полоски 
[18]. Таким образом, кора головного мозга 
осуществляет интеграцию отдельных ком-
понентов нервной и эндокринной систем, 
участвующих в восприятии отрицательного 
стимула и формировании адаптивного отве-
та всего организма на данное воздействие. 
Важным обстоятельством является то, что 
гиппокамп и новая кора относятся к числу 
структур головного мозга, наиболее чувст-

вительных к действию гипоксии.
В настоящей работе изучали влияние 

пренатальной гипоксии на рабочую память, 
стресс-реактивность и содержание глюкокор-
тикоидных рецепторов в гиппокампе и коре 
головного мозга у взрослых самцов и самок 
крыс. Период экспозиции гипоксии был от-
носительно коротким и составлял 3 сут – это 
были 14–16-е или 17–19-е сутки беременно-
сти – начало и конец третьей недели прена-
тального онтогенеза. Таким образом, были 
прослежены последствия действия гипоксии 
во второй половине основного органогенеза, 
а также в период раннего гистогенеза. 

МЕТОДИКА

Эксперименты проведены с использованием 
потомков крыс линии Вистар, полученных из 
вивария Института физиологии им. И. П. Пав
лова РАН. При проведении экспериментов 
соблюдались требования, сформулированные 
в Директивах Совета Европейского Сообще-
ства (89/609/ЕЕС) об использовании живот-
ных для экспериментальных исследований. 
Протоколы опытов утверждены комиссией по 
гуманному обращению с животными ФГБУН 
Института физиологии им. И.П. Павлова РАН. 

Гипоксию создавали, помещая беремен-
ных самок в течение 3 сут (на 14–16-е или 
17–19-е сутки гестации) в барокамеру про-
точного типа, в которой в течение 3 ч под-
держивали давление 160–180 мм рт. ст., соот-
ветствующее «подъему» на высоту 11000 м. 

День рождения крысенка обозначали 
как первые сутки жизни. На вторые сутки 
после рождения число крысят в пометах 
уравнивали, доводя его до 8. Каждая самка с 
детенышами находилась в отдельной клетке 
размером 54x34x19 см в комнате лаборатор-
ного вивария, в котором поддерживалась 
постоянная температура (20–22°C) и режим 
свет/темнота по 12 ч. Пищевой рацион состо-
ял из полусинтетических кормов. 

У крыс вырабатывалась пространствен-
ная дифференцировка в водном лабиринте 

Е.И. Тюлькова, Л.А. Ватаева, Т.С. Глущенко, С.Г. Пивина
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Морриса диаметром 2,0 м и глубиной 0,7 м. В 
воде, заполнявшей лабиринт, разводили мел, 
в результате чего она теряла прозрачность. В 
настоящем исследовании использовали про-
токол (схема опыта), позволяющий выявлять 
трудности в обучении, связанные с нару-
шениями механизмов рабочей памяти. При 
проведении опытов животных обучали искать 
скрытую под водой платформу (диаметр 12 
см). Их помещали в один из четырех секто-
ров лабиринта. Если крыса в течение 60 с не 
находила платформу, ее принудительно поме-
щали на нее. Время пребывания на платформе 
составляло 20 с. Через 15 с после извлечения 
из лабиринта животное повторно тестиро-
вали, при этом местоположение скрытой под 
водой платформы не меняли. При переходе к 
тестированию животного в следующей пробе 
ставили задачу найти и запомнить новое поло-
жение платформы. Интервал между пробами с 
измененным положением платформы состав-
лял 4 мин, всего в течение опыта проводили 5 
таких проб. Регистрировали время, в течение 
которого крыса обнаруживала платформу 
(латентный период). Поведение животных 
во время тестирования в лабиринте Морриса 
регистрировали с помощью веб-камеры. Для 
получения мягкого рассеянного освещения в 
комнате, где проводили эксперименты, свет 
мощной лампы (500 Вт) направлялся в пото-
лок, который при этом является вторичным 
излучателем с большой поверхностью излуче-
ния. При проведении опытов экспериментатор 
наблюдал за поведением животных на экране 
компьютера. Экспериментатор и оборудование, 
использовавшееся для регистрации поведения, 
были изолированы от экспериментальной зоны 
с помощью перегородки.

Для определения стресс-реактивности 
гипофизарно-адренокортикальной системы 
(ГАС) на иммобилизационный стресс с по-
мощью радиоиммунологического метода с 
использованием собственных антисывороток 
определяли содержание в крови основного 
глюкокортикоидного гормона крыс корти-
костерона [10].

Для оценки экспрессии белков корти-
костероидных рецепторов в гиппокампе 
крыс использовали иммуноцитохимический 
метод с компьютерным анализом микроизо-
бражений. Крыс декапитировали и извлека-
ли головной мозг, который фиксировали в 
4%-м параформальдегиде, приготовленном 
на 0,1М фосфатном буфере (рН 7,4) в те-
чение 24 ч, и подвергали гистологической 
обработке по стандартному протоколу. Из-
готавливали серии чередующихся парафи-
новых фронтальных срезов мозга толщиной 
7 мкм на уровне -2,8 мм от брегмы [27] и 
монтировали их на предметные стекла. Для 
этого после стандартных процедур депара-
финизации, регидратации и демаскировки 
антигена, срезы в течение ночи при +4°C 
инкубировали с первичными моноклональ-
ными мышиными антителами к крысиным 
GR («Calbiochem”, США, разв. 1:100), а 
далее использовали авидин-биотиновую 
систему детекции («Vector Labs”, СШA). 
Для визуализации реакции использовали 
диаминобензидин. После обезвоживания 
и заключения срезов в желатин проводили 
количественный анализ иммунореактивно-
сти нейронов с использованием системы, 
состоящей из светового микроскопа Jenaval 
(«Carl Zeiss», Германия), цифровой камеры 
Baumer CX05c («Baumer Optronic», Герма-
ния) и компьютера IBM PC с программным 
обеспечением Videotest Master Morphology. 
На основании оценки оптической плотно-
сти иммунопозитивные клетки разделяли 
на 2 класса: слабо- и интенсивно меченые. 
Анализировали общее число иммуноре-
активных клеток и их распределение по 
классам интенсивности. Результаты стати-
стически обрабатывали с помощью пакетов 
анализа данных Statistica 7.0 Stat Soft, Inc 
и Microsoft Excel’2003, использовали одно-
факторный дисперсионный анализ ANOVA 
(Р<0,05). Все результаты представлены в 
виде среднего арифметического ± SEM (от 
англ. standard error of the mean). 

Влияние пренатальной гипоксии на функцию гипофизарно-адренокортикальной системы
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние пренатальной гипоксии на обуче-
ние в водном лабиринте Морриса. В водном 
лабиринте Морриса тестирование животных 
осуществлялось согласно протоколу, разра-
ботанному для выявления специфических 
нарушений рабочей памяти. Тест в водном 
лабиринте Морриса основан на поиске оп-
тимальной стратегии для избегания воды с 
минимумом усилий, а именно поиске крат-
чайшей дистанции до спрятанной под водой 
платформы на основании предыдущей памя-
ти об ее местонахождении. 

Полученные результаты свидетельствуют 
о дефиците рабочей памяти только у сам-
цов, перенесших воздействие гипоксии на 
14–16-е сутки пренального онтогенеза (рис. 
1). У самок, матери которых подвергались 
воздействию гипоксии при беременности, 
достоверных отличий от контрольной груп-
пы при тестировании их в водном лабиринте 
Морриса выявлено не было.

Влияние пренатальной гипоксии на функ-
ции ГАС. Данная серия опытов была проведе-

на с применением теста на быструю стресс-
реактивность ГАС. Результаты тестирования 
самок крыс, подвергавшихся пренатальной 
гипоксии, представлены на рис. 2,а. Пока-
зано, что пренатальная гипоксия модифици-
ровала реактивность ГАС на иммобилизаци-
онный стресс у самок, но не у самцов. Так, у 
самок, потомков крыс, испытавших действие 
пренатальной гипоксии на 14–16-е сутки 
гестации, иммобилизационный стресс вы-
зывал постепенное повышение содержания 
кортикостерона в крови, который достигал 
максимальных значений на 60-й минуте после 
начала иммобилизации. Сходные изменения 
содержания кортикостерона в первые 60 мин 
действия иммобилизационного стресса были 
выявлены и в контрольной группе. Однако в 
контрольной группе его концентрация сни-

Рис.1 Сокращение времени поиска платформы в водном 
лабиринте Морриса между первой и второй пробами у 
контрольных животных (1) и крыс-самцов, подвергавших-
ся воздействию гипоксии на 14-16-е (2) или 17-19-е (3) 
сутки пренатального онтогенеза. *P<0,05 по сравнению 
с контролем; n=6 для каждой точки
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Рис. 2. Динамика стресс-реактивности гипофизарно-
адренокортикальной системы (по уровню содержания 
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по сравнению с контролем; n=6 для каждой точки
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жались к 24-часовому сроку. У крыс, пере-
несших гипоксию на 14–16-е сутки, через 24 
ч после начала иммобилизации содержание 
кортикостерона оставалось повышенным 
по сравнению с контролем. В группе самок, 
подвергавшихся пренатальному воздействию 
гипоксии на 17–19-е сутки гестации, при им-
мобилизации наблюдалось резкая активация 
ГАС со значительным подъемом концентра-
ции кортикостерона уже к 20-й минуте. В 
дальнейшем в этой и контрольной группах, 
содержание кортикостерона снижалось. 

У взрослых самцов крыс, подвергавшихся 
воздействию тяжелой гипоксии на 14–16-е и 
17–19-е сутки пренатального онтогенеза не 
обнаружено выраженных изменений кривой 
стресс-реактивности по сравнению с контр-
ольной группой (см. рис. 2,б)

Влияние пренатальной гипоксии на экс-
прессию глюкокортикоидных рецепторов в 
нейронах гиппокампа и теменной области 
коры. Методом количественной иммуноцито-
химии исследовали модификации экспрессии 
GR в поле СА1 гиппокампа( CA1), зубчастой из-
вилине гиппокампа (DG) и слое II неокортекса. 

У контрольных самок и самцов выявлен 
достаточно высокий уровень иммунореактив-
ности к GR во всех исследованных областях 
мозга. Воздействие гипоксии в пренатальном 
периоде на 14–16-е сутки приводило к досто-
верному повышению GR-иммунореактивно-
сти в неокортексе взрослых самцов (рис. 3). 
Так, общее число иммунореактивных клеток 
в слое II неокортекса у животных этой группы 
увеличилось в среднем на 45 % (Р<0,05). Уро-
вень GR-иммунореактивности в неокортексе 
взрослых самцов, подвергшихся водействию 
гипоксии в пренатальном периоде на 17–19-
е сутки, не отличался от контроля. Не было 
обнаружено также значительного изменения 
иммунореактивности GR в областях CA1 и 
DG гиппокампа самцов крыс, подвергшихся 
воздействию пренатальной гипоксии как на 
14-16-е сутки, так и на 17–19-е сутки. 

Достоверного изменения GR-иммуно-
реактивности в неокортексе, CA1 и DG 

гиппокампа взрослых самок, подвергшихся 
воздействию пренатальной гипоксии на 14-
16-е или 17-19-е сутки, выявлено не было.

ОБСУЖДЕНИЕ

Таким образом, показано, что при обучении 
крыс в водном лабиринте Морриса долгосроч-
ные последствия пренатальной гипоксии обна-
руживаются лишь у самцов. Выявляемые нару-
шения рабочей памяти наиболее выражены у 
животных, испытавших воздействие гипоксии 
на 14–16-е сутки периода пренатального раз-
вития. Представляет интерес сопоставление 
результатов, полученных в настоящей работе, 
с данными более ранних наших исследований, 
показавших, что 14–16-е сутки периода прена-
тального развития являются критическими для 
формирования определенных адаптивных ре-
акций в более поздние сроки онтогенеза. Ранее 
нами было показано, что гипоксия в указанные 
сроки впоследствии вызывает разнонаправлен-
ные изменения в поведении самок и самцов в 
«открытом поле» [2] и приподнятом кресто-
образном лабиринте. Кроме того, показано, 
что пренатальная гипоксия на 14–16-е сутки 
приводит к улучшению показателей выработ-
ки и воспроизведения условного рефлекса 

Рис. 3. Изменения экспрессии глюкокортикоидных рецеп-
торов в области СА1 (І), зубчатой извилине гиппокампа (ІІ) 
и неокортексе (ІІІ) взрослых крыс-самцов, подвергавшихся 
гипобарической гипоксии на 14–16-е (2) и 17–19-е сутки 
гестации (3) по сравнению с контрольными животными 
(1). По оси ординат – количество иммунопозитивных  
клеток. *Р<0,05 по сравнению с контролем
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пассивного избегания (УРПИ) у самок [3, 4]. 
У самцов после экспозиции к гипоксии на 
14–16-е сутки пренатального периода каких 
либо изменений в характере обучения УРПИ 
не обнаруживается. 

Известно, что механизмы, контролирующие 
обучение в лабиринте Морриса и УРПИ, различ-
ны, вместе с тем обе эти формы обучения осу-
ществляются при непосредственном участии 
гиппокампа [20]. Интересные попытки анализа 
гиппокампальных механизмов, опосредующих 
процессы обучения, содержатся в работах, вы-
полненных с использованием мышей разных 
инбредных линий [5, 25, 28, 29]. Особое вни-
мание исследователей привлекло взаимодей-
ствие аксонов гранулярных нейронов зубчатой 
фасции (так называемых мшистых волокон) с 
пирамидными клетками поля СА3 гиппокампа. 
Описаны два проекционных поля аксонов гра-
нулярных клеток зубчатой фасции – изменчивая 
по размеру зона интра- и инфрапирамидных 
окончаний и большая и более стабильная по 
размеру зона супрапирамидных окончаний. 
Показано, что способности к пространственной 
ориентации в тесте водного лабиринта Морриса 
и успешность обучения активному избеганию 
в челночной камере корреляционно связаны 
с размером зоны интра- и инфрапирамидных 
проекций от гранулярных клеток. В опытах 
с обучением в лабиринте Морриса выявлена 
положительная, а при обучении активному 
избеганию – отрицательная корреляция между 
показателями обучения и размером этой зоны. 
Имеются также данные, что между размером 
гиппокампа и способностью к обучению УРПИ 
обнаруживается высокая отрицательная корре-
ляция [29]. 

По-видимому, гипоксия у самок и самцов 
приводит к неодинаковым изменениям функ-
ции гиппокампа, а также других структур, 
причастных к обучению. Какова природа 
этих изменений, в настоящее время еще до 
конца не ясно. Гистологические исследования 
свидетельствуют о значительных поражениях 
нервных клеток различных структур голов-
ного мозга крыс, возникающих вследствие 

действия гипоксии в пренатальном периоде. 
Соответствующие поражения выявляются 
пренатально или непосредственно сразу по-
сле рождения [8, 24]. Когда мозг достигает 
определенного уровня зрелости, поражения 
нервных клеток не проявляются [17]. Резуль-
таты этих исследований свидетельствуют о 
том, что отклонения в поведении взрослых 
животных, подвергавшихся действию гипок-
сии в пренатальном периоде, очевидно, не 
обусловлены грубыми структурными повре-
ждениями головного мозга. Они скорее свя-
заны с разнообразными нейрохимическими 
нарушениями. В пользу этого предположения 
свидетельствуют результаты наших предыду-
щих работ [12–15], в которых показаны нару-
шения метаболизма полифосфоинозитидной 
системы, Са2+-опосредованной сигнальной 
трансдукции метаботропных глутаматных 
рецепторов I группы, соотношения про- и 
антиоксидантных систем мозга крыс, пере-
несших пренатальную гипоксию на 14–16-е 
сутки гестации. В настоящем исследовании 
показано достоверное повышение GR-им
мунореактивности в неокортексе взрослых 
самцов, испытавших воздействие гипоксии 
в пренатальном периоде на 14–16-е сутки. 

Вызванные пренатальной гипоксией нару-
шения в поведении у животных, достигших 
зрелого возраста, могут быть связаны также 
с расстройством регуляции гормональных 
систем. Это предположение не подтвердилось 
при исследовании стресс-реактивности ГАС у 
самок и самцов крыс при воздействии прена-
тальной гипоксии в настоящем исследовании. 
Значительное увеличение стрессового содер-
жания кортикостерона было выявлено лишь у 
самок, подвергшихся воздействию гипоксии 
в пренатальном периоде на 17–19-е сутки. 
Более того, не было выявлено корреляции 
между уровнем экспрессии глюкокортикоид-
ных рецепторов в гиппокампе и неокортек-
се и стрессовым повышением содержания 
кортикостерона в крови самок и самцов, 
подвергшихся воздействию пренатальной 
гипоксии. Стоит отметить, в регуляции ги-
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поталамо-гипофизарно-адренокортикальной 
системы ключевую роль играет гипоталамус. 
Возможно, что функциональные сдвиги 
именно на уровне гипоталамуса обуславли-
вает изменение в содержании стрессовых 
кортикостероидов у животных, испытавших 
воздействие гипоксии в пренатальном он-
тогенезе. Очевидно, что проблема участия 
различных регуляторных звеньев в реализа-
ции эффектов пренатального стресса требует 
дальнейшего исследования.

Работа выполнена при поддержке гранта 
РФФИ № 13-04-00812.

К.Й. Тюлькова, Л.А. Ватаєва, Т.С. Глущенко, 
С.Г. Півіна 

ВПЛИВ ПРЕНАТАЛЬНОЇ ГІПОКСІЇ НА 
ФУНКЦІЮ ГІПОФІЗАРНО-АДРЕНОКОРТИ­
КАЛЬНОЇ СИСТЕМИ І РОБОЧУ ПАМ’ЯТЬ У 
ЩУРІВ

У проведеному дослідженні з використанням кількісного 
імуноцитохімічного методу вперше проведено порівняль-
ний аналіз впливу важкої гіпобаричної гіпоксії в різні 
періоди пренатального розвитку на характер експресії 
глюкокортикоїдних рецепторів GR у дорсальному (СА1) і 
вентральному (зубчаста звивина) гіпокампі та неокортексі 
щурів, їх стрес-реактивність і робочу пам’ять. Згідно з 
отриманими результатами, важка гіпоксія в пренаталь-
ному періоді індукує виражені порушення експресії GR 
в нейронах неокортексу дорослих самців, але не самиць, 
що корелює з дефіцитом робочої пам’яті у самців, які 
перенесли вплив гіпоксії на 14–16-ту добу пренального 
онтогенезу. Збільшення стресового вмісту кортикостерону 
було виявлено лише у самиць, які зазнали впливу гіпоксії в 
пренатальному періоді на 17–19-у добу. Гіпоксія у самиць і 
самців призводить до неоднакових змін функції гіпокампа, 
а також інших структур, причетних до навчання.
Ключові слова: пренатальна гіпоксія, гіпокамп, неокор-
текс, глюкокортикоїдні рецептори, гіпофізарно-адрено-
кортикальна система, робоча пам’ять.

E.I. Tyulkova, L.A. Vataeva, T.S. Gluschenko,  
S.G. Pivina 

EFFECTS OF THE PRENATAL HYPOXIA ON 
HYPOTHALAMIC-PITUITARY-ADRENAL 
AXIS FUNCTIONING AND WORKING 
MEMORY IN RATS

A comparative analysis of the effects of severe hypobaric 
hypoxia in different prenatal periods on expression profiles 

of glucocorticoid receptors (GR) in dorsal (CA1) and ventral 
(dental gyrus) hippocampus and neocortex of rats, their stress 
reactivity and working memory has been performed in the 
present study for the first time. According to the data obtained, 
severe hypoxia in the prenatal period induces remarkable 
disturbances of GR expression in the neurons of neocortex of 
adult males but not females, that correlates to the disruption 
of working memory in adult males exposed to hypoxia on the 
prenatal 14-16th days. Elevation of stress plasma corticosterone 
levels have been observed only in the females subjected to 
hypoxia on the prenatal 17-19th days. Hypoxia in the females 
and males results in the differential changes in functions of hip-
pocampus, as well as of other brain areas involved in learning. 
Key words: prenatal hypoxia, hippocampus, neocortex, glu-
cocorticoid receptors, hypothalamіс pituitary adrenal axis, 
working memory.
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Экспрессия киназы Akt в желудочках сердца  
при гипоксическом прекондиционировании  
и ремоделировании миокарда

Исследовали влияние гипоксического прекондиционирования и ремоделирования на экспрессию киназы 
Akt в желудочках сердца. Крыс-самцов линии Вистар, выращенных на равнине или в среднегорье 
(2100 м над уровнем моря), подвергали гипоксическому прекондиционированию путем «подъема» в 
барокамере на «высоту» 5600 м на 3 ч. Экспрессию Akt определяли методом иммуноблоттинга в 
правом и левом желудочках сердца. Установлено, что гипоксическое прекондиционирование вызы-
вает индукцию киназы Akt в желудочках сердца в течение периода отсроченной кардиопротекции 
(1-3-и сутки после воздействия). Ремоделирование миокарда при хронической гипоксии в средне-
горье было ассоциировано с повышенным уровнем экспрессии Akt в миокарде, в большей степени 
в левом желудочке сердца. Прогрессия гипоксического ремоделирования миокарда, выявленная у 
части животных, сопровождалась редукцией гипоксической реактивности клеток, в том числе 
индукции Akt в ответ на прекондиционирование. Таким образом, установлено участие киназы Akt в 
механизмах позднего гипоксичеcкого прекондиционирования и ремоделирования миокарда при хро-
нической гипоксии. Обнаружен ингибиторный регуляторный механизм, лимитирующий индукцию 
Akt в ремоделированном миокарде.
Ключевые слова: гипоксическое прекондиционирование миокарда, гипоксическое ремоделирование 
миокарда, экспрессия киназы Akt.
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ВВЕДЕНИЕ

Активация сигнальных путей кардиомиоци-
тов определяет развитие клеточного ответа 
при стимуляции или повреждении миокарда. 
Важным регуляторным звеном этих механиз-
мов может быть киназа Akt, также известная 
как протеинкиназа В (РКВ). Как и другие 
серин-треониновые киназы, Akt обладает 
функцией предотвращать повреждение кле-
ток, поддерживать их жизнеспособность и 
подавлять апоптоз [8, 20]. Благодаря этому 
активация Akt в миокарде, в том числе в таких 
клетках, как кардиомиоциты, фибробласты, 
гладкомышечные клетки сосудов и эндоте-
лиоциты, признана протекторной [1–3, 8, 15, 
25]. Участие Akt во множественных каскадах 
сигнальных путей позволяет определить ее 

роль как молекулы, которая интегрирует 
внутриклеточные сигналы и запускает адап-
тивный ответ [20]. Показано, что эта киназа 
участвует в регуляции процессов роста, 
пролиферации или гибели клетки, а также 
влияет на клеточный метаболизм, транспорт 
глюкозы, экспрессию генов и межклеточную 
коммуникацию путем индукции пара- и ауто-
кринных факторов [8, 13, 20], что указывает 
на ее возможную роль в кардиопротекции при 
прекондиционировании и ремоделировании 
миокарда.

Основные сигнальные пути, определяю-
щие возможную роль Akt в этих механизмах, 
представлены на рис. 1. Стимуляция ряда 
клеточных рецепторов через РІ3-киназу 
(РI3К) активирует Akt и множественные ко-
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нечные эффекторы этого сигнального пути. 
Так, действие инсулиноподобного фактора 
роста (IGF-I) приводит к Akt-опосредованной 
редукции апоптотической гибели кардиоми-
оцитов при ишемии-реперфузии, перегрузке 
давлением и оксидативном стрессе [2, 3, 
6], а снижение активности Akt стимулирует 
апоптоз при сердечной недостаточности [1]. 
Среди эффекторных звеньев Akt-зависимых 
механизмов, способствующих выживанию 
клеток, нужно выделить деактивацию про-
апоптотических белков семейства Bcl-2 
и транскрипционных факторов Forkhead 
(FOXO), регуляцию обмена Ca2+, поддержа-
ние выживания эндогенных стволовых клеток 
сердца, замещающих нехватку кардиомиоци-
тов [7, 13, 22, 24]. Важным эффектом является 
стимуляция эндотелиальной продукции NO, 
обеспечивающего релаксацию желудочков 
сердца и регулирующего ангиогенез и ремо-
делирование миокарда [6, 9, 19]. 

Развитие ремоделирования определяется 
соотношением процессов роста, пролифера-
ции или программируемой гибели клетки, 
которые также могут опосредоваться киназой 
Akt (см. рис. 1). В эмбриональном сердце 
Akt регулирует пролиферацию кардиомио-
цитов с помощью нескольких эффекторных 
механизмов, прежде всего, ингибирования 
киназы гликогенсинтазы GSK-3β и FOXO 
[10, 12]. В отличие от неонатальных, кардио-
миоциты взрослого организма растут преи-
мущественно путем гипертрофии [4]. Среди 
механизмов, восстанавливающих клеточный 
цикл в кардиомиоцитах взрослых особей, 
идентифицирован сигнальный путь IGF-I/
Akt, активирующий циклины D/E/A и инду-
цирующий синтез ДНК [4, 5]. В патологиче-
ских условиях, в том числе при ишемическом 
повреждении миокарда, рост активности Akt 
сопровождается привлечением стволовых 
клеток сердца, ингибирование Akt редуци-
рует их пролиферацию, а ингибирование 
GSK-3β стимулирует их клеточный рост 
[21, 22]. Эти данные свидетельствуют, что 
активация пути РІ3К/Akt играет ключевую 

роль в пролиферации кардиомиоцитов и их 
клеток-предшественников.

Роль Akt в развитии гипертрофии пред-
ставляется противоречивой [11]. Показано, 
что Akt положительно регулирует гипертро-
фию кардиомиоцитов путем ингибирова-
ния FOXO, а нарушение этого сигнального 
механизма вызывает патологическое ремо-
делирование [10]. Функция киназы регу-
лируется также благодаря ее транслокации 
[18], оверекспрессия ядерной Akt повышает 
кардиопротекцию и противодействует гипер-
трофии [17, 23]. 

Ввиду участия киназы Akt во множествен-
ных сигнальных путях и возможности вза-
имной регуляции их звеньев представляется 
важной последовательность активации этих 
механизмов в течение ответа на повреждение 
или стимуляцию. Однако такие временные 
характеристики активации процессов выжи-
вания, пролиферации или клеточного роста 
в тканях в ответ на раздражители крайне 
недостаточно исследованы [11].

Исследования роли Akt в прекондициони-
ровании в основном касаются раннего «окна» 
кардиопротекции и выполнены на модели 
ишемического прекондиционирования. Роль 
сигнального пути PI3K/Akt в немедленной 
кардиопротекции признается неоднозначной, 
его защитное действие направлено на ограни-
чение размера инфаркта и апоптоза, но не на 
развитие аритмий [14, 16, 25]. Однако участие 
Akt-опосредованных сигнальных путей в 
гипоксическом прекондиционировании и их 
роль в позднем периоде кардиопротекции до 
сих пор не охарактеризованы.

На основании имеющихся данных мож-
но высказать предположение о возможном 
прямом или опосредованном действии ги-
поксии на Akt-зависимые сигнальные пути 
кардиомиоцитов (см. рис. 1) не только путем 
активации этой киназы, но и путем индукции 
ее экспрессии в миокарде, что может вызы-
вать как  кардиопротекторные эффекты, так 
и ремоделирование миокарда. Целью работы 
было определить изменения экспрессии Akt 
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при гипоксическом прекондиционировании и 
ремоделировании миокарда у крыс.

МЕТОДИКА

Исследования проводили на крысах-самцах 
линии Вистар в возрасте 6-8 мес, выращен-
ных и постоянно содержавшихся на равнине 
(г. Киев, 1-я группа) или в условиях сред-
негорья (2100 м над уровнем моря, Приэ-
льбрусье, 2-я группа). Все манипуляции с 
животными проводили согласно требованиям 
«Европейской Конвенции о защите позво-
ночных животных, используемых с экспери-
ментальными и другими научными целями» 
(Страсбург, 1986). Гипоксическое преконди-
ционирование осуществляли с помощью воз-
действия на крыс обеих групп острой гипоба-
рической гипоксии («подъем» в барокамере 
на «высоту» 5600 м в течение 3 ч). Образцы 
тканей отбирали через 1, 3, 5 сут после ги-
поксического прекондиционирования. Крыс 
гепаринизировали, под уретановым наркозом 
(1,5 г/кг массы тела) вскрывали грудную 
клетку и быстро извлекали сердце, помещали 
в физиологический раствор хлорида натрия 
при 0 оС. Отделяли правый желудочек сердца 

от левого (с перегородкой), образцы тканей 
немедленно замораживали в жидком азоте. 
Развитие гипоксического ремоделирования 
сердца животных определяли с помощью 
расчета индекса отношения массы правого 
желудочка сердца к массе левого желудочка 
с перегородкой. 

Для экстракции белков после механиче-
ского измельчения в жидком азоте образцы 
тканей гомогенизировали в лизис-буфере 
(Трис-HCl - 5 ммоль / л, рН 7,5, глицерин 
- 10%, ЭДТА и ЭГТА - по 0,5 ммоль / л, ди-
тиотреитол - 2 ммоль / л, фенилметилсуль-
фонил фторид - 0,2 ммоль / л, смесь инги-
биторов протеаз - 1%, Тритон Х-100 - 0,1%), 
центрифугировали 20 мин (10000 g, 4 ° С). В 
супернатантах определяли содержание белка 
бицинхониновым методом с помощью набора 
реактивов ВСА-1 («Sigma», США). 

Экспрессию белков изучали методом 
иммуноблоттинга (Western blotting) с исполь-
зованием моноклональных анти-Akt антител 
фирмы «BD Pharmingen» (США), реактивов 
фирмы «Sigma» (США), аппаратуры «BioRad 
Labs» (США) и протоколов производителей. 
Денатурированные супернатанты (по 100 
мкг белка) разделяли на 7,5% SDS-PAGE 

Рис. 1. Схема Akt-опосредованных механизмов клеточных реакций

Экспрессия киназы Akt в желудочках сердца
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и переносили на поливинилдифторидные 
мембраны. Инкубацию со специфическими 
антителами проводили в разведении 1 мкг/мл 
в течение 1 ч. Для детекции белков исполь-
зовали набор ProteoQuest Western blotting kit 
(«Sigma», США). Иммуносвязывание прово-
дили видоспецифическим иммуноглобули-
ном G, меченным пероксидазой, окрашивание 
осуществляли в реакции с тетраметилбензи-
дином. Интенсивность окрашивания опреде-
ляли с помощью компьютерной денситоме-
трии и представляли в условных единицах. 

Обработку результатов проводили с ис-
пользованием общепринятых методов вариа-
ционной статистики, для оценки значимости 
статистических показателей применяли 
критерии t Стьюдента и Уилкоксона-Манна-
Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Условия хронической гипоксии в средне
горье являются фактором, стимулирующим 
гипоскическое ремоделирование сердца. При 
определении морфометрических показателей 
сердца у крыс 1-й группы не было обнару-
жено гипертрофии миокарда (рис. 2). В то 
же время у животных 2-й группы выявлено 
гипоксическое ремоделирование, причем 
крысы распределялись на две подгруппы с 
достоверно различной степенью гипертро-
фии правого желудочка сердца (P<0,05), 
которые были обозначены нами (в условиях 
данного эксперимента) как гипертрофия I и 
II степени (см. рис. 2).

При определении экспрессии киназы Akt 
у крыс 1-й группы выявлено ее преобладание 
в правом желудочке сердца (P<0,05, рис. 3), 
тогда как у акклиматизированных к средне-
горью животных наблюдали преобладание 
показателей в левом желудочке. При гипер-
трофии правого желудочка I степени возра-
стала экспрессия киназы в левом желудочке 
по сравнению с равнинным контролем, тогда 
как в правом желудочке рост экспрессии ог-
раничивался (P<0,05, см. рис. 3).

При гипертрофии правого желудочка II 
степени показатели экспрессии были выше 
в 1,9-2,4 раза в обоих желудочках по сравне-
нию с таковыми при I степени гипертрофии 
(P<0,05, см. рис. 3). Это свидетельствует о 
связи степени роста кардиомиоцитов с экс-
прессией Akt, с одной стороны, и об усилении 
цитопротекторных механизмов при росте 
гипоксического ремоделирования миокарда, 
с другой, при этом в левом желудочке эти 
процессы более выражены. Полученные 
результаты могут указывать на прогипертро-
фическую роль киназы при хронической ги-
поксии и соответствуют данным литературы 
о положительной регуляции Akt процессов 
гипертрофии миокарда [10].

В случае воздействии гипоксического 
прекондиционирования экспрессия киназы 
в миокарде желудочков сердца значительно 
изменялась. У крыс 1-й группы наблюдали 
отчетливую индукцию Akt в обоих желудоч-
ках сердца с преобладанием в левом (см. рис. 
3) через сутки после воздействия острой ги-
поксии, в дальнейшем показатели экспрессии 
постепенно уменьшались. Следует отметить, 
что в правом желудочке показатели нормали-
зовались на 3-и сутки после действия острой 
гипоксии, что соответствует длительности 
второго (позднего) «окна» кардиопротекции 

Рис. 2. Соотношение массы правого и левого желудочков 
сердца у крыс 1-й (1) и 2-й (2) групп. 0, I, II - степень 
гипертрофии правого желудочка сердца 
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при прекондиционировании. В то же время 
в левом желудочке индукция киназы была 
гораздо более высокой, чем в правом, уже на 
1-е сутки, и сохранялась повышенной на 5-е 
сутки после прекондиционирования. Эти по-
казатели позволяют сделать ряд заключений: 
1) индукция Akt в обоих желудочках сердца 

играет роль в цитопротекторных механизмах 
позднего прекондиционирования; 2) из-за 
возможной прогипертрофической роли Akt 
при действии гипоксии индукция киназы в 
правом желудочке органичивается как по 
величине прироста, так и по длительности 
экспрессии.

Ремоделирование миокарда вследствие 
хронической гипоксии существенно изме-
няло реакцию на прекондиционирование. У 
крыс 2-й группы с гипертрофией миокарда 
І степени экспрессия киназы Akt в правом 
желудочке значительно возрастала уже через 
сутки после воздействия острой гипоксии и 
продолжала расти на 5-е сутки (P <0,05, см. 
рис. 3). В отличие от этого, в левом желудочке 
наблюдали уменьшение экспрессии Akt на 1-е 
сутки после воздействия, последующий рост 
показателей был менее значительным, чем в 
правом желудочке, с максимумом на 3 сутки 
эксперимента (см. рис. 3). При сравнении с 
показателями на равнине следует отметить, что 
в левом желудочке максимальная экспрессия 
не изменялась количественно, но развивалась 
в более позднем периоде. В правом желудочке, 
однако, наблюдался количественный прирост 
экспрессии во все сроки исследования и дли-
тельное сохранение повышенных показателей, 
что может указывать на дополнительную 
стимуляцию индукции Akt (или прекращение 
действия ограничительных механизмов) ввиду 
функционального напряжения правого желу-
дочка при хронической гипоксии.

Напротив, в желудочках сердца с гипер-
трофией II степени экспрессия Akt достовер-
но уменьшались после воздействия острой 
гипоксии (P<0,05, см. рис. 3). Таким образом, 
прогрессия гипертрофии сопровождалась 
редукцией гипоксической реактивности 
белка Akt, что можно рассматривать как 
протекторный ограничительный механизм, 
предупреждающий развитие патологического 
ремоделирования миокарда.

Исследования роли Akt в кардиопротек-
ции при хронической гипоксии проводились 
до сих пор в единичных работах. В частности, 

Рис. 3. Экспрессия белка Akt после гипоксического пре-
кондиционирования в миокарде крыс 1-й группы (а) и 
2-й группы с І (б) и ІІ (в) степенью гипертрофии правого 
желудочка. 1 – правый желудочек, 2 – левый желудочек; 
І – контроль, ІІ, ІІІ, ІV – через 1, 3, 5 сут после преконди-
ционирования
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установлено, что PI3K/Akt частично опосре-
довали уменьшение размера инфаркта у крыс, 
предварительно адаптированных к прерыви-
стой гипобарической гипоксии [16]. Согласно 
данным экспериментов с использованием 
блокаторов, при ишемическом прекондицио-
нировании роль PI3K/Akt в кардиопротекции 
представлялась более весомой, чем при хро-
нической гипоксии [16]. Однако эти исследо-
вания касались только активации киназы без 
определения изменений экспрессии белка. 

Полученные нами результаты значитель-
но уточняют характеристику исследуемых 
процессов и дают основания для дифферен-
циации роли Akt в молекулярных механизмах 
позднего прекондиционирования в зависи-
мости от степени ее индукции. Неадаптиро-
ванные к гипоксии животные демонстрируют 
наибольшую способность к индукции Akt в 
ответ на прекондиционирующий стимул. Это 
хорошо согласуется с данными литературы 
о роли этой киназы в опосредовании инфар-
ктлимитирующего эффекта  прекондицио-
нирования [14, 16]. В нашей работе впервые 
показано, что во время позднего «окна» 
кардиопротекции происходит рост экспрес-
сии Akt. Это может значительно усиливать 
протекторный ответ клетки при инфаркте.

У акклиматизированных к среднегорью 
крыс экспрессия Akt значительно возраста-
ет, положительно коррелируя со степенью 
гипоксического ремоделирования правого 
желудочка. Наличие двух разных степеней ги-
пертрофии и разного паттерна реактивности 
кардиомиоцитов у этих животных может быть 
обусловлено различием чувствительности 
к гипоксии (бóльшая степень гипертрофии 
у низкоустойчивых к гипоксии животных), 
однако в эксперименте мы не устанавлива-
ли этой зависимости ввиду значительного 
влияния метода определения устойчивости к 
гипоксии на кардиопротекторные феномены. 
В то же время у животных с гипертрофией 
способность Akt к дальнейшей индукции 
(при прекондиционировании) прогрессивно 
снижается: при І степени гипертрофии при-

рост экспрессии развивается более медленно, 
а при ІІ степени вообще редуцируется. Та-
кое снижение гипоксической реактивности 
кардиомиоцитов может быть направлено, 
прежде всего, на ограничение дальнейшего 
клеточного роста, однако и Akt-опосредо-
ванные механизмы прекондиционирования 
при этом постепенно утрачивают свою роль. 
Эти результаты также хорошо согласуются с 
данными литературы о меньшем участии Akt-
зависимых механизмов в кардиопротекции, 
вызванной хронической гипоксией, нежели 
ишемическим прекондиционированием [16].  
Кроме того, показано, что активация Akt и на-
личие РІ3К-зависимого сигнала коррелируют 
с пролиферативным ростом кардиомиоцитов, 
а при последующей дифференциации клеток 
активность Akt редуцируется [15, 20–22]. 
Исходя из этого, можно предполагать, что 
суппрессия гипоксической индукции киназы 
Akt в гипертрофированном сердце является 
звеном протекторного механизма, направ-
ленного на предотвращение дальнейшего 
клеточного роста и патологического ремоде-
лирования миокарда. 

ВЫВОДЫ

Гипоксическое прекондиционирование вы-
зывает индукцию киназы Akt в желудочках 
сердца в течение периода отсроченной карди-
опротекции (1-3-и сутки после воздействия).

Ремоделирование миокарда при хрони-
ческой гипоксии ассоциировано с повышен-
ным уровнем экспрессии Akt в миокарде, в 
большей степени в левом желудочке сердца. 

Прогрессия гипоксического ремоделиро-
вания миокарда сопровождается редукцией 
гипоксической реактивности клеток, в том 
числе индукции Akt в ответ на прекондици-
онирование. 
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Експресія кінази Akt у шлуночках 
серця при гіпоксичному  
прекондиціюванні  
та ремоделюванні міокарда

Активація Akt-залежних механізмів може відігравати 
істотну роль у клітинній відповіді при гіпоксичному 
прекондиціюванні та ремоделюванні міокарда. Дослід-
жували вплив гіпоксичного прекондиціювання та ремо-
делювання на експресію кінази Akt в шлуночках серця. 
Щурів - самців лінії Вістар, які проживали на рівнині 
або середньогір’ї (2100 м н.р.м.), піддавали гіпоксично-
му прекондиціюванню шляхом «підйому» в барокамері 
на «висоту» 5600 м на 3 год. Експресію Akt визначали 
методом імуноблотингу в правому і лівому шлуночках 
серця. Встановлено, що гіпоксичне прекондиціювання 
викликає індукцію кінази Akt в шлуночках серця протягом 
періоду відстроченої кардіопротекції (1-3-тя доба після 
впливу). Ремоделювання міокарда при хронічній гіпоксії 
у середньогір’ї було асоційоване з підвищеним рівнем ек-
спресії Akt в міокарді, більшою мірою в лівому шлуночку 
серця. Прогресія гіпоксичного ремоделювання міокарда, 
виявлена у частини тварин, супроводжувалася редукцією 
гіпоксичної реактивності клітин, в тому числі індукції Akt 
у відповідь на прекондиціювання. Таким чином, виявлено 
участь кінази Akt у механізмах пізнього гіпоксичного пре-
кондиціювання і ремоделювання міокарда при хронічній 
гіпоксії. Виявлено інгібіторний регуляторний механізм, 
який лімітує індукцію Akt в ремодельованому міокарді.

A.G.Portnychenko, T.Yu.Lapikova - Bryginska, 
M.I.Vasilenko, G.V.Portnichenko, LN Maslov,  
AA Moibenko

The expression of Akt kinase in the 
heart ventricles under hypoxic 
preconditioning and myocardial 
remodeling

Activation of Akt-dependent mechanisms may play a 
significant role in the cellular response under hypoxic 
preconditioning and myocardial remodeling. The impact of 
hypoxic preconditioning, and remodeling on the expression 
of Akt kinase in the heart ventricles was investigated. Wistar 
male rats, the residents of plains or middle altitude (2100 m 
above sea level), were exposed to hypoxic preconditioning 
by «lifting» in the barochamber at the «height» of 5,600 m 
in 3 h. In the right and left ventricles of the heart, Akt protein 
expression was determined by Western blotting. It was 
shown, that hypoxic preconditioning causes the induction 
of Akt kinase in the ventricles during the period of delayed 
cardioprotection (1-3 days after preconditioning). Myocardial 

remodeling induced by chronic hypoxia in middle altitude was 
associated with elevated Akt expression in the myocardium, 
more pronounced in the left ventricle. Progression of hypoxic 
myocardial remodeling found in part of the animals was 
accompanied by a reduction of the cell hypoxic reactivity, 
including Akt induction in response to preconditioning. Thus, 
Akt kinase is involved in the mechanisms of hypoxia induced 
late preconditioning and myocardial remodeling in chronic 
hypoxia. Іnhibitory regulatory mechanism was found to limit 
the induction of Akt in myocardium after remodeling.
Key words: hypoxic myocardial preconditioning, hypoxic 
myocardial remodeling, Akt kinase expression.
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Паттерн нейрональной экспрессии транскрипционных 
факторов NF-kb при предъявлении различных  
режимов гипобарической гипоксии

Транскрипционный фактор NF-kB играет важную роль в механизмах выживания/гибели нейронов 
мозга в экстремальных условиях, к которым в первую очередь относятся различные формы ги-
поксии. В настоящей работе с использованием количественного иммуноцитохимического метода 
проведен анализ экспрессии различных субъединиц NF-kB (р65 и c-Rel) в неокортексе крыс в ответ 
на тяжелую повреждающую гипобарическую гипоксию (ГГ), а также при действии сеансов умерен-
ной протектирующей ГГ различной кратности. Показано, что тяжелая ГГ, приводящая к гибели 
нейронов мозга, не изменяет уровень экспрессии р65 и подавляет экспрессию c-Rel. Вместе с тем 
многократные, но не однократные, сеансы прекондиционирования умеренной ГГ, редуцирующие 
нейрональные повреждения, способствуют индукции экспрессии р65 и предотвращают подавление 
экспрессии c-Rel вследствие тяжелой ГГ. Умеренная ГГ в режиме прекондиционирования вызывает 
экспрессию обеих субъединиц NF-kB только при ее трехкратном применении, а одно- и шести-
кратные сеансы не оказывают такого эффекта. Выявленные особенности экспрессии субъединиц 
NF-kB (р65 и c-Rel) свидетельствуют об их вовлечении в механизмы формирования толерантности 
нейронов мозга к тяжелой ГГ.
Ключевые слова: NF-kB, гипобарическая гипоксия, гипоксическое прекондиционирование.
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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что гипобарическая гипоксия (ГГ) 
может вызывать как структурно-функцио-
нальное повреждение мозга, так и нейро-
протективное действие при предъявлении 
тяжелой и умеренной гипоксии соответст-
венно [1, 2]. Важное место в формировании 
адаптивных и патологических нейрональных 
механизмов, индуцируемых ГГ различной 
степени выраженности, принадлежит инду-
цибельным (c-Fos, NGFI-A, Hif-1α) и актива-
ционным транскрипционным факторам (ТФ), 
к которым относится семейство NF-kB [1, 
2]. Оно состоит из 5 основных субъединиц 
р50, р65 (RelA), c-Rel, RelB и p52, которые, 
взаимодействуя друг с другом, образуют ак-
тивные димеры. В нервной системе наиболее 
распространенными и хорошо изученными 
являются мономеры р50, р65, c-Rel [11, 23]. 

Наличие большого количества генов-мише-
ней определяет широкий круг биологических 
процессов, в которых участвует NF-kB: от 
нейрогенеза, дифференциации нейронов до 
синаптической пластичности и механизмов 
гибели/выживания нейронов мозга [16, 22, 
23, 24]. Существуют противоречивые мнения 
относительно участия различных членов 
семейства NF-kB в механизмах протекции и 
повреждения нервных клеток [12, 15, 22, 26]. 
В ряде работ показано, что активация NF-kB 
способствует выживанию нейронов при ок-
сидативном стрессе и ишемии [5, 9, 16, 20, 
23, 37], предотвращению развития апотоза 
[10]. В то же время имеются данные об их 
участии в нейродегенеративных процессах: 
NF-kB может стимулировать воспалительные 
реакции и способствовать гибели нейронов 
мозга при ишемии, эксайтотоксичности и 
других воздействиях [8, 12, 14, 26, 34]. Таким 
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образом, эффекты активации NF-kB неод-
нозначны и, очевидно, зависят от характера 
экспериментального воздействия. Удобной 
экспериментальной моделью, используемой 
в качестве экстремального повреждающего 
или умеренного протективного воздействия, 
является ГГ. Нами было показано, что тяже-
лые формы гипоксии вызывают структурные 
повреждения нейронов гиппокампа и нео-
кортекса, а умеренные прекондиционирую-
щие воздействия, напротив, способствуют 
повышению устойчивости нейронов мозга 
к последующему тяжелому воздействию 
[1, 29, 30]. При этом эффекты умеренной 
ГГ зависят от параметров ее применения, 
в частности, от кратности и продолжитель-
ности воздействия. Однократные, в отличие 
от многократных, прекондиционирующие 
воздействия не оказывают корректирующего 
эффекта на структурные повреждения нейро-
нов, индуцируемые ТГ [4]. Наиболее дейст-
венным режимом по нашим данным является 
трехкратное прекондиционирование (ПК): 
оно восстанавливает структурно-функцио-
нальные нарушения, вызываемые тяжелой ГГ, 
а также приводит к выраженной экспрессии 
ТФ NGFI-A, c-Fos, CREB и проадаптивных 
белков, в частности факторов семейства BcL-
2, антиоксидантов [1–3, 29–31]. Известно, что 
гены ряда проадаптивных белков являются 
мишенями NF-kB [22, 23]. Однако характер 
экспрессии различных субъединиц семейст-
ва ТФ NF-kB, в частности р65 и с-Rel, при 
предъявлении как повреждающей, так и 
различных режимов протективной гипоксии 
практически не изучен. Настоящая работа 
посвящена выяснению этого вопроса.

МЕТОДИКА

Работа выполнена на взрослых самцах крыс 
линии Вистар массой 200–250 г, содержав-
шихся в стандартных условиях вивария 
при свободном доступе к воде и пище. При 
проведении экспериментов соблюдались тре-
бования, сформулированные в Директивах 

Совета Европейского сообщества (86/609/
ЕЕС) об использовании животных для экс-
периментальных исследований. Протоколы 
опытов были утверждены Комиссией по гу-
манному обращению с животными Института 
физиологии им. И. П. Павлова РАН. Тяжелую 
ГГ создавали в барокамере проточного типа 
при атмосферном давлении 180 мм рт. ст. в 
течение 3 ч. В режиме ПК крысам предъяв-
ляли умеренную ГГ (давление в барокамере 
составляло 360 мм рт.ст.; 2 ч). Эти два режима 
использовали в различных комбинациях для 
воздействия на животных следующих экс-
периментальных групп (по 6 крыс в каждой 
группе): 1-я – крысы, подвергнутые действию 
тяжелой ГГ; 2, 3, 4-я – крысы, подвергнутые 
одному, трем или шести сеансам гипоксиче-
ского ПК (в случае трех- и шестикратного 
ПК интервал между сеансами 24 ч) и спустя 
24 ч – тяжелой ГГ; 5, 6 и 7-я –  крысы, под-
вергнутые только одному, трем или шести 
сеансам гипоксического ПК;   8-я – контроль-
ная группа животных. Через 3 и 24 ч после 
тяжелой ГГ или через 24 ч после последнего 
сеанса ПК крыс декапитировали и извлекали 
головной мозг, который фиксировали в 4%-м 
параформальдегиде, приготовленном на 0,1М 
фосфатном буфере (рН 7,4), в течение 24 ч, 
и подвергали гистологической обработке по 
стандартному протоколу. Изготавливали се-
рии чередующихся парафиновых фронталь-
ных срезов мозга толщиной 7 мкм на уровне 
-2,8 мм от брегмы [25] и монтировали их на 
предметные стекла. Для оценки экспрессии 
субъединиц NF-kB (p65 и c-Rel) в V слое 
неокортекса крыс использовали иммуноци-
тохимический метод с компьютерным ана-
лизом микроизображений. Для этого после 
стандартных процедур депарафинизации, 
регидратации и демаскировки антигена, сре-
зы в течение ночи при +4°C инкубировали с 
первичными поликлональными антителами 
к р65 («Santa Cruz Biotechnology», INC, 
СШA, разведение 1:100) и c-Rel («Santa Cruz 
Biotechnology», INC, СШA, разведение 1:100) 
и далее использовали авидин-биотиновую си-
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стему детекции («Vector Labs”, СШA), а для 
визуализации реакции – диаминобензидин. 
После обезвоживания и заключения срезов в 
желатин проводили количественный анализ 
иммунореактивности нейронов с исполь-
зованием системы, состоящей из светового 
микроскопа Jenaval («Carl Zeiss», Германия), 
цифровой камеры Baumer CX05c («Baumer 
Optronic» Германия) и компьютера IBM PC с 
программным обеспечением Videotest Master 
Morphology. На основании оценки оптиче-
ской плотности иммунопозитивные клетки 
разделяли на 2 класса: слабо- и интенсивно 
меченые (иммунопозитивные). Анализирова-
ли общее число иммунореактивных клеток, и 
их распределение по классам интенсивности. 
Результаты статистически обрабатывали с 
помощью пакетов анализа данных Statistica 
7.0 Stat Soft, Inc и Microsoft Excel’2003, ис-
пользовали однофакторный дисперсионный 
анализ ANOVA (Р<0,05). Все результаты 
представлены в виде среднего арифмети-
ческого ± стандартная ошибка среднего и 
выражены в процентах от контроля (100 %).

Результаты и ИХ обсуждение

В неокортексе контрольной группы животных 
наблюдался низкий уровень иммунореак-
тивности к р65. Умеренная ГГ во всех трех 
используемых режимах приводила к увели-
чению общего числа иммунореактивных к 
р65 нервных клеток. Усиление интенсивно-
сти нейрональной экспрессии наблюдалось 
только в ответ на трехкратное ПК (число 
интенсивно иммунопозитивных клеток 
возрастало на 480 %; рис. 1). Тяжелая ГГ и 
однократно прекондиционированная тяжелая 
ГГ не вызывали изменений экспрессии р65. 
Изменения иммунореактивности к р65 после 
тяжелой ГГ наблюдались при предъявлении 
многократных сеансов ПК. При этом проис-
ходило увеличение как общего числа имму-
нореактивных клеток, так и интенсивности 
экспрессии. В ответ на трехкратное ПК отме-
чалось выраженное (500 %) увеличение числа 

интенсивно экспрессирующих р65 клеток к 
24 ч после тяжелой ГГ. В случае шестикрат-
ного ПК наблюдалось умеренное (300–350 %) 
увеличение интенсивности экспрессии р65 к 
3 и 24 ч (рис. 2).

В контрольной группе животных выявля-
лись единичные иммунореактивные к с-Rel 
нервные клетки. В ответ на умеренную ГГ 
изменения экспрессии наблюдались лишь 
при трехкратном ее предъявлении. При этом 
количество с-Rel-интенсивно позитивных 
клеток увеличивалось на 900 % (рис. 3). 
Тяжелая ГГ приводила к снижению уровня 
экспрессии с-Rel к 3 ч после воздействия. 

Рис. 1. Характер экспрессии субъединицы р65 в нео-
кортексе крыс через 24 ч после одного, трех и шести 
сеансов прекондиционирования: а – общее количество 
иммунореактивных клеток, б – распределение иммуноре-
активных клеток по классам интенсивности, выраженное 
в процентах от контроля: класс 1 – интенсивно меченые 
клетки, класс 2 – слабо меченые клетки. 1 – контроль, 2, 
3, 4 – один, три и шесть сеансов прекондиционирования 
соответствено.* P<0,05
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Это выражалось в уменьшении общего чи-
сла иммунопозитивных клеток (на 30 %) и 
снижении интенсивности экспрессии (на  
40 %). У крыс с однократным прекондицио-
нированием вслед за тяжелой ГГ отмечалось 
снижение количества с-Rel-иммунопозитив-

ных клеток (на 40 %) к 24 ч. Трехкратное 
ПК не изменяло уровня экспрессии с-Rel, а 
шестикратное приводило к ее увеличению к 
3–24 ч после тяжелой ГГ за счет увеличения 
доли с-Rel-интенсивно иммунопозитивных 
клеток (рис. 4).

Рис. 2. Изменения экспрессии субъединицы р65 в неокортексе «непрекондиционированных» и «прекондиционирован-
ных» крыс через 3–24 ч после тяжелой гипоксии: 1 – контроль, 2 – тяжелая гипоксия, 3, 4, 5 – один, три и шесть сеансов 
прекондиционирования соответственно; I – тяжелая гипоксия, II, III и IV – тяжелая гипоксия и один, три, шесть сеансов 
прекондиционирования соответствено
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Таким образом, полученные результаты 
свидетельствуют о наличии специфических 
изменений экспрессии ТФ NF-kB (р65 и c-
Rel) в неокортексе крыс при предъявлении 
различных режимов ГГ. В ответ на поврежда-
ющую тяжелую ГГ в течение 3–24 ч после 
воздействия экспрессия р65 не изменяется, 
но происходит снижение количества и доли 
c-Rel-интенсивно-позитивных нервных кле-
ток. Однократно прекондиционированная 
ТГ также индуцирует снижение количества 
c-Rel-позитивных клеток. В отличие от этого, 
у крыс с трех- и шестикратным преконди-

ционированием крыс вслед за ТГ отмеча-
ется выраженное нейрональное повышение 
экспрессии р65, а также предотвращение 
снижения или усиление экспрессии c-Rel. 
Следует отметить, что использование трех 
сеансов умеренной ГГ в режиме ПК приводит 
к выраженному повышению нейрональной 
экспрессии как р65, так и c-Rel. Ранее нами 
было обнаружено, что трехкратное ПК уме-
ренной ГГ также вызывает в нейронах нео-
кортекса оверэкспрессию другой субъедини-
цы семейства NF-kB – белка р50 [31]. Причем 
схожим образом тяжелая ГГ подавляла его 
экспрессию, а у крыс с трехкратным прекон-
диционированием выявлялось ее повышение. 
Следовательно, три субъединицы семейства 
NF-kB (р65, р50, c-Rel) вовлекаются в реак-
ции нейронов неокортекса на ГГ различной 
степени выраженности. Полученные нами 
результаты совпадают с данными ряда ис-
следователей. В частности, выявлено, что 
тяжелая ишемия редуцирует уровень NF-kB 
в уязвимых образованиях мозга [6].

В то же время установлено, что в меха-
низмы нейропротекции к повреждающим 
воздействиям (ишемии, различным оксида-
тивным стрессам, эксайтотоксичности) во-
влекаются субъединицы семейства NF-kB [9, 
10, 21, 22, 28]. Показано, что гипоксическое/
ишемическое, оксидативное ПК индуцирует 
экспрессию NF-kB в нейронах мозга [5, 28, 
31]. При этом следует учесть, что этот фактор 
активирует гены ряда проадаптивных и анти-
апоптотических белков, таких как пептидный 
антиоксидант MnSOD, факторы Bcl-2, Bcl-хL 
и других [7, 23, 35, 36], участвующих в меха-
низмах нейропротекции.

Вместе с тем, по мнению ряда авторов, 
субъединицы ТФ NF-kB могут вовлекаться 
в механизмы гибели нейронов при действии 
ишемии [8, 12, 14, 34]. Полагают, что актива-
ция субъединицы c-Rel оказывает нейропро-
тективное, а субъединицы р65 и р50 – ней-
родегенеративное действие [27, 32]. Однако, 
очевидно, процессы регуляции активности 
NF-kB гораздо сложнее. В последнее время 

Рис. 3. Характер экспрессии субъединицы с-Rel в не-
окортексе крыс через 24 ч после одного, трех и шести 
сеансов прекондиционирования: а – общее количество 
иммунореактивных клеток, б – распределение иммуноре-
активных клеток по классам интенсивности, выраженное 
в процентах от контроля: класс 1 – интенсивно меченые 
клетки, класс 2 – слабо меченые клетки; 1 – контроль, 2, 
3, 4 – один, три и шесть сеансов прекондиционирования 
соответствено.* P<0,05
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предполагается, что помимо классического 
пути активации NF-kB и отделения за счет 
фосфорилирования ингибирующей субъе-
диницы IкB [17], существует ряд эпигене-
тических механизмов регуляции активности 
NF-kB [33]. Этот фактор может подвергаться 
пострансляционным модификациям: метили-

рованию, ацетилированию и фосфорилирова-
нию [13]. В зависимости от сайта, в котором 
произошла модификация, NF-kB может яв-
ляться как активатором, так и ингибитором 
транскрипции гена-мишени, что, очевидно, 
во многом определяет конечный ответ клетки 
на внешний стимул. В частности, при кисло-

Рис. 4. Изменения экспрессии субъединицы с-Rel в неокортексе непрекондиционированных и прекондиционированных 
крыс через 3–24 ч после тяжелой гипоксии: класс 1 – интенсивно меченые клетки, класс 2 – слабо меченые клетки; 1 – 
контроль, 2, 3, 4 – один, три и шесть сеансов прекондиционирования соответствено.* P<0,05
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родно-глюкозной депривации, приводящей 
к гибели нейронов in vitro, в клетках наблю-
дался низкий уровень ацетилирования р65 
(RelA) по лизину. Ацетилирование р65 пре-
дотвращало гибель нейронов [19]. Высокий 
уровень ацетилирования этой субъединицы 
NF-kB также наблюдался в ответ на уме-
ренную (прекондиционирующую) ишемию 
[18]. С учетом этих сведений необходимо 
проведение дополнительных исследований, 
направленных на раскрытие эффектов дей-
ствия различных субъединиц NF-kB. Но на 
этом этапе исследований можно заключить, 
что согласно полученным нами результатам 
с использованием модели различных режи-
мов ГГ, субъединицы р65 (RelA), р50, c-Rel 
вовлекаются в механизмы нейропротекции, 
индуцируемой многократными (особенно 
трехкратными), но не однократными прекон-
диционирующими воздействиями. Очевидно, 
индуцируемая трехкратным гипоксическим 
ПК выраженная кооперативная активация 
индуцибельных и активационных ТФ в уязви-
мых образованиях мозга способствует эффек-
тивной экспрессии проадаптивных белков и 
предотвращает структурно-функциональные 
повреждения, вызываемые тяжелыми форма-
ми гипоксии [1].

Работа поддержана грантом РФФИ № 
11-04-00677.

М.О. Самойлов, Г.В. Чурилова, Т.С. Глущенко, 
К.О. Баранова

Патерн нейрональноЇ ЕКСПРЕСІЇ 
транскрипцІЙнИх факторІв NF-kB  
при ЗАСТОСУВАННІ РІЗНИХ РЕЖИМІВ 
ГІПОБАРИЧНОЇ ГІПОКСІЇ

Транскрипційний фактор NF-kB відіграє важливу роль у 
механізмах виживання/загибелі нейронів мозку при дії 
екстремальних впливів, до яких у першу чергу відносяться 
різні форми гіпоксії. У представленій роботі з вико-
ристанням кількісного імуноцитохімічного методу 
проведено аналіз експресії різних субодиниць NF-kB 
(р65 і c-Rel) у неокортексі щурів у відповідь на тяжку 
гіпобаричну гіпоксію (ГГ), а також при дії сеансів 
помірної протективної ГГ різної кратності. Показа-
но, що тяжка ГГ, яка приходить до загибелі нейронів 

мозку, не змінює рівень експресії р65 і пригнічує 
експресію c-Rel. Разом з тим багаторазові, але не 
одноразові, сеанси прекондиціювання помірною ГГ, 
які редукують нейрональні пошкодження, сприяють 
індукції експресії р65 і попереджують пригнічення 
експресії c-Rel внаслідок тяжкої ГГ. Помірна ГГ у 
режимі прекондиціювання індукує експресію обох 
субодиниць NF-kB тільки при її триразовому застосу-
ванні, а одно- і шестиразові сеанси не спричинюють 
такого ефекту. Виявлені особливості експресії субо-
диниць NF-kB (р65 і c-Rel) свідчать про їх залучення 
в механізми формування толерантності нейронів 
мозку до тяжкої ГГ.
Ключові слова: NF-kB, гіпобарична гіпоксія, гі-
поксичне прекондиціювання.

M.O. Samoilov, A.V. Churilova, T.S.Gluschenko, 
K.A.Baranova

PATTERN OF NEURONAL EXPRESSION OF 
TRANSCRIPTION FACTORS NF-kB UNDER 
DIFFERENT MODES OF HYPOBARIC 
HYPOXIA

Transcription factor NF-kB plays a pivotal role in mechanisms 
of brain neuron survival and degeneration under injurious 
stimuli, first of all different types of hypoxia. In the present 
work, using quantitative immunohystochemistry, we provide 
analysis of expression of different subunits of NF-kB (р65 
and c-Rel) in the rat neocortex in response to severe injurious 
hypobaric hypoxia (HH) or after a single or multiple sessions 
of mild protective HH. Severe hypoxia (SH), resulting in loss 
of brain neurons, has no effect on the level of expression of 
p65 but suppresses expression of c-Rel. Multiple (but not 
single one) trials of preconditioning using mild HH which 
reduce neuronal damage promote p65 expression and prevent 
suppression of c-Rel level after SH. Triple session of mild HH 
itself when applied as a preconditioning stimulus upregulate 
expression of both subunits, while single administration or 
sixfold trials has no effect on the level of immunoreactivity of 
both subunits. The revealed peculiarities of the expression of 
р65 and c-Rel implies that these subunits of NF-kB appear to 
contribute to the mechanisms of brain tolerance to SH
Key words: NF-kB, hypobaric hypoxia, hypoxic precondi-
tioning.
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Л.Д. Лукьянова 

Сигнальная роль митохондрий  
при адаптации к гипоксии

обосновывается биоэнергетический механизм формирования срочной адаптации к гипоксии. 
Доказывается, что происходящее на ранних стадиях гипоксии репрограммирование работы суб-
стратного участка дыхательной цепи (переключение окисления НАД-зависимых субстратов на 
сукцинатоксидазный путь) выполняет регуляторную роль в трех важнейших функциональных ас-
пектах жизнедеятельности организма при гипоксии: 1) в сохранении на ранних стадиях аэробного 
синтеза энергии; 2) инициации HIF-1-зависимых транскрипционных процессов, участвующих в фор-
мировании реакций адаптации; 3) рецепторной функции и реакциях межклеточной сигнализации, 
т.е. в системной регуляции. Все это позволяет рассматривать сукцинат как сигнальную молекулу, 
участвующую в регуляции кислородного гомеостаза организма. 
Ключевые слова: гипоксия, адаптация, репрограммирование работы дыхательной цепи, митохон-
дриальные ферментные комплексы I и II, HIF-1α, GPR91.

©   Л.Д. Лукьянова

Регуляторная роль митохондрий  
в жизнедеятельности организма 
В последнее десятилетие произошла реви-
зия роли митохондрий в жизнедеятельности 
организма. Она обусловлена огромным ко-
личеством фактического материала, который 
свидетельствует о том, что эти уникальные 
органеллы принимают участие не только 
в энергосинтезирующей функции, но и во 
внутриклеточной, внеклеточной и системной 
регуляции [2–5, 12, 25, 28, 30, 32, 39, 47, 64, 
70, 71, 90]. Их исключительная роль в жизне-
деятельности организма определяется тремя 
особенностями структурно-морфологической 
организации, отличающими их от всех других 
органелл: 1) наличием ферментов дыхатель-
ной цепи, предназначенных для аэробного 
синтеза энергии; 2) наличием собственного 
генома; 3) способностью к подвижности: 
делению, слиянию и перемещению в клетке. 

Митохондрии играют ведущую роль в 
клеточном метаболизме. Они содержат ряд 

ключевых, лимитирующих ферментов би-
осинтеза стероидов, синтеза гема, мочевой 
кислоты, секреции желудочного сока. В 
сложных внутриклеточных сигнальных пу-
тях координируют обмен кальция и калия, 
особенно в специализированных клетках. 
Между цитозолем и митохондриями поддер-
живается постоянный интенсивный поток 
неорганических ионов и метаболитов. В силу 
того, что внутренняя митохондриальная мем-
брана проницаема только для Н2О, О2, СО2 
и NH3, другие гидрофильные метаболиты 
и все органические биологически важные 
ионы транспортируются через нее благодаря 
наличию специфических каналов и белковых 
переносчиков. 

Митохондрии участвуют в регуляции раз-
личных физиологических функций, обеспечи-
вая энергией большинство внутриклеточных 
процессов, необходимых для жизнедеятель-
ности организма. К ним относятся прежде 
всего сократительная функция сердца, глад-
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кой мускулатуры пищеварительного тракта, 
сосудов, легких, поддержание ионных гра-
диентов в возбудимых тканях, аккумуляция 
секретируемого материала в везикулах и под-
держание гормональной и нейротрансмит-
терной функции. С сигнальными свойствами 
митохондрий связаны такие процессы, как 
рост, старение, биогенез, термогенез, работа 
ионных каналов, апоптоз, секреция инсулина 
в β-клетках, формирование адаптивных реак-
ций и др. [2,3, 20–22, 24, 25, 29, 31, 35, 37, 58, 
67, 70, 73, 74, 77, 80, 90,104, 106]. Нарушение 
функции митохондрий неизбежно ведет к 
различным патологиям и даже к смерти.

Тем не менее, главная функция митохон-
дрий – их регуляторная роль в кислородном 
гомеостазе, которая проявляется как на сис-
темном, так и клеточном уровнях. Вдыхае-
мый нами воздух в конечном счете отражает 
состояние и запросы митохондрий в кисло-
роде, так как именно они являются главными 
его потребителями: до 98 % кислорода, по-
ступаемого в организм, связано с митохон-
дриальным дыханием. В результате этого 
процесса в клетках различных тканей мле-
копитающих генерируется до 80–90 % АТФ. 
Благодаря этой функции, от которой зависит 
жизнеспособность и жизнедеятельность 
аэробных организмов, в процессе эволюции 
были созданы сложнейшие физиологические 
системы доставки кислорода к митохондриям 
и поддержания в клетке оптимальной окси-
генации (акт дыхания, легочный перенос 
кислорода, сердечно-сосудистая циркуляция, 
система масса-переноса крови, эритроциты, 
гемоглобин). Организация пищеварения, 
включая утилизацию продуктов питания и их 
последующую поэтапную ферментативную 
переработку, также продиктована прежде 
всего необходимостью снабжения субстрата-
ми реакций митохондриального окисления и 
окислительного фосфорилирования [21, 66]. 
Более того, митохондрии определяют кон-
центрационный градиент кислорода, посту-
пающий из окружающей среды в клетку, так 
как именно они являются конечным звеном 

взаимодействия с молекулярным кислородом. 
[4, 5, 21]. 

Таким образом, очевидно, что мито-
хондрии вовлечены в механизмы внутри-
клеточной и внеклеточной сигнализации и 
функционируют как активные сигнальные 
органеллы, принимающие участие в пе-
редаче информации по самым различным 
внутриклеточным сигнальным путям. Все 
это позволило в настоящее время выделить 
вопросы, связанные с сигнальной функцией 
митохондрий, в самостоятельный раздел мо-
лекулярной биологии – митохондриальную 
физиологию [36]. 

Регуляторная роль митохондрий  
при гипоксии 
Митохондрии являются мишенью для ги-
поксии/ишемии. Кислород, как субстрат 
терминального фермента дыхательной цепи 
– цитохромоксидазы, принимает участие в 
реакциях аэробного синтеза. Поэтому его 
дефицит в окружающей клетку среде мо-
жет подавлять аэробный синтез и снижать 
содержание макроэргов (АТФ, КФ), а также 
мембранный потенциал. В результате про-
исходит угнетение широкого спектра энер-
гозависимых реакций: ионного транспорта, 
электрогенной и рецепторной функции 
клетки, мышечного сокращения и др. Ответ 
организма на гипоксию включает различ-
ные адаптивные реакции, способствующие 
устранению функционально-метаболических 
нарушений, типичных для этого состояния и 
направленных прежде всего на сохранение 
функции митохондрий. При этом использу-
ются 2 типа механизмов: а) срочный компен-
саторный, цель которого – предотвращение 
последствий острой гипоксии и быстрое 
восстановление в постгипоксический период, 
и б) долгосрочные механизмы адаптации к 
гипоксии, которые формируются в течение 
более длительного периода и способствуют 
увеличению неспецифической резистентно-
сти к дефициту кислорода. Эти механизмы 
базируются на регуляторном репрограм-

Сигнальная роль митохондрий



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2013, Т. 59, № 6 143

мировании активности митохондриальных 
ферментных комплексов (МФК).

В нормоксических условиях работа дыха-
тельной цепи, как правило, зависит от окисле-
ния НАД-зависимых субстратов – основного 
поставщика восстановительных эквивален-
тов для дыхательной цепи через МФК I. 
Вклад этого пути в интактных клетках, оце-
ниваемый по потреблению кислорода, может 
составлять до 55–65 %. Тем не менее 25–30 % 
митохондриального дыхания в этих условиях 
связано с МФК II и окислением сукцината 
(рис.1, а), содержание которого в матриксе 
митохондрий невелико (0,2–0,4 ммоль/л) [57]. 

В гипоксических условиях происходит 
регуляторное репрограммирование работы 
дыхательной цепи: обратимое подавление 
электронно-транспортной функции МФК I 
и компенсаторная активация МФК II. При 
этом резко возрастают содержание сукцина-
та в крови и тканях [27, 86, 87, 97] и вклад 
сукцинатоксидазного окисления в общее 
дыхание. Последнее может достигать 70– 
80 % [4,5, 65, 66]. Эффект обратимой инак-
тивации электронно-транспортной функции 
МФК I в условиях гипоксии и при разных 
патологиях, включающих гипоксическую 

компоненту, описанный нами впервые 25 
лет назад, является одной из трех стадий 
развития митохондриальных нарушений при 
гипоксии, которые коррелируют с фазными 
изменениями, наблюдаемыми при гипоксии 
на системном уровне (см. рис. 1, б) [2, 3, 
59–62]. Этот феномен известен в литературе 
как митохондриальная дисфункция. В на-
стоящее время имеется большое количество 
экспериментальных подтверждений наруше-
ния электронно-транспортной функции МФК 
I в условиях гипоксии, которая сохраняется 
и даже усиливается в постгипоксический 
период (первые 30 мин – 2 ч реоксигенации) 
[13–15, 19, 31, 35, 56, 68, 69, 79,82, 83, 85, 89]. 

Наряду с этим имеются многочисленные 
данные, свидетельствующие об особой роли 
сукцината в окислительном метаболизме 
ткани на ранней стадии гипоксии. Так, 
установлено, что его содержание в тканях и 
в крови уже в первые 30 мин гипоксии воз-
растает на порядок, достигая 4–7 ммоль/л, и 
продолжает увеличиваться в ранний период 
реоксигенации, что позволяет некоторым 
авторам считать его маркерной молекулой 
гипоксии [38, 44, 46–48, 53, 57].

Одновременно при гипоксии наблюдается 

Рис. 1. Репрограммирование работы митохондриальной дыхательной цепи в условиях нормоксии (а) и гипоксии (б). 
На а: главный путь окисления – НАД-зависимые субстраты (МФК I). На б: при гипоксии происходит подавление МФК 
I и активируется сукцинатоксидазный путь (МФК II). МФК – митохондриальный ферментный комплекс. ЦТК – цикл 
трикарбоновых кислот

а б

Л.Д. Лукьянова
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активация сукцинатдегидрогеназы и сукцина-
токсидазного окисления, а также увеличение 
вклада последнего в дыхание и синтез энер-
гии [6–8, 13, 14, 16, 26, 27, 33, 36, 41, 51, 54, 
57, 64, 66, 75, 97, 100, 101–105]. 

При этом меняются и кинетические свой-
ства основных ферментов комплексов I и II 
[8, 64]. Так, в неокортексе низкоустойчивых 
к гипоксии крыс любое гипоксическое воз-
действие приводит к противоположным из-
менениям константы Михаэлиса (Км) обоих 
ферментов комплексов: увеличению значений 
Км НАДН-убихинон-оксидоредуктазы (МФК 
I) и уменьшению значений Км сукцинатде-
гидрогеназы (МФК II). Процесс отражает 
снижение эффективности работы фермента в 
первом случае и его увеличение – во втором. 
Таким образом, переключение при разных 
формах гипоксических воздействий путей 
окисления субстратов дыхательной цепи от 
НАД-зависимого на сукцинатоксидазный 
путь обусловлено кинетическими причинами 
и является срочным регуляторным и компен-
саторным механизмом адаптации, который 
реализуется в условиях дефицита кислорода 
в большинстве тканей (мозг, миокард, печень, 
почки, лимфоциты). Он предупреждает или 
ослабляет характерные для гипоксии наруше-
ния синтеза АТФ и оказывает нормирующее 
действие на параметры аденилатного пула, а 
также на жизненно важные функции организ-
ма, способствует устранению гипоксического 
ацидоза [12], увеличению резистентности 
организма к дефициту кислорода и форми-
рованию срочной резистентности [4, 7, 8, 
60–65, 97, 100, 101]. Если такое переключе-
ние не происходит (некомпенсированная дис-
функция МФК I), наблюдается более ранняя 
деэнергизация клеток, сопровождающаяся 
гораздо более выраженными нарушениями 
функционально-метаболических показате-
лей, контролирующих жизнедеятельность 
клетки.

Благодаря тканево-специфическим осо-
бенностям энергетического обмена, пути 
образования эндогенного сукцината при ги-

поксии могут различаться. Тем не менее в их 
основе лежат аспартат- и глутаматзависимые 
аминотрансферазные реакции [23, 38, 44, 46–
48, 54, 67, 87, 97, 100, 101]. В мозгу мощным 
источником глутамата при гипоксии может 
быть специфическая для него активация в 
этих условиях глутаматергической системы. 
Однако скорость образования эндогенного 
сукцината при гипоксии, по-видимому, мо-
жет быть недостаточной для оптимальной 
компенсации энергетического дефицита. 
Именно этим можно объяснить тот факт, что 
экзогенно введенный сукцинат или сукци-
натсодержащие препараты обладают выра-
женными антигипоксическими свойствами, 
способствуя увеличению внутриклеточного 
пула АТФ и предупреждая ранние наруше-
ния энергетического обмена (энерготропное 
действие сукцината). При этом одновременно 
увеличивается переносимость животными 
острой гипоксии [2, 5–7, 61–66]. 

Увеличение содержания эндогенного 
сукцината при гипоксии в цитозоле и в кро-
ви говорит о его способности проникать из 
матрикса митохондрий через плазматические 
мембраны. Считается, что при гипоксии 
увеличивается пассивная проницаемость 
мембран для сукцината, его анионного ан-
типорта с малатом, а также транспорта по 
концентрационному градиенту с использо-
ванием различных переносчиков [34,90]. 
Возможен и обратный процесс – транспорт 
экзогенного сукцината в клетку. Изотопный 
анализ превращений сукцината в организме 
показал, что, введенный per os, он быстро 
проникает из желудка в кровь и ткани и через 
30 мин до 16 % препарата аккумулируется 
в различных органах (скелетные мышцы > 
печень > плазма кровь > почки). Гипоксия 
усиливает этот процесс [12, 46, 47].

Репрограммирование работы субстратно-
го участка дыхательной цепи при гипоксии 
происходит очень быстро. Нами показано, 
что изменения кинетических показателей 
основных ферментов МФК I и II наблюдают-
ся уже через 30 мин после самых различных 
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гипоксических воздействий [8, 65, 66]. 
В настоящее время не вызывает сомне-

ний, что переключение окисления НАД-за-
висимых субстратов в дыхательной цепи на 
окисление сукцината является обязательным 
эволюционно сформированным срочным сиг-
нальным компенсаторным механизмом, бла-
годаря которому обеспечивается сохранение 
энергосинтезирующей функции дыхательной 
цепи при нарушении кислородного гомеоста-
за [2–5, 63, 64].

О роли митохондрий в транскрипционной 
активности HIF-1 при гипоксии
Согласно современным представлениям, 
ведущая роль в формировании адаптации 
к гипоксии принадлежит специфическому 
белковому фактoру, индуцируемому при 
гипоксии – HIF-1 (от англ. Hypoxia Inducible 
Factor) [92–96, 99]. Роль HIF-1 в формирова-
нии молекулярных механизмов долгосрочной 
(хронической) адаптации достаточно хоро-
шо изучена. Согласно последним данным, 
прямыми или опосредованными мишенями 
HIF-1 являются около 180 генов, экспресси-
рующих специфические белки, необходимые 
в условиях сниженного снабжения О2 для 
активации альтернативных компенсаторных 
аэробных и анаэробных реакций, ответ-
ственных за синтез энергии и сохранение 
функциональной активности. Этот список 
непрерывно пополняется. 

Гораздо менее изучены эффекты HIF-1 и 
его взаимодействие с другими сигнальными 
системами на ранней стадии адаптации. Фаза 
индукции адаптации – это период срочного 
генерализованного ответа на любое гипок-
сическое воздействие, в результате которого 
происходит одномоментная активация раз-
личных сигнальных регуляторных систем и 
увеличение срочной толерантности (рези-
стентности) организма к гипоксии, которая 
в постгипоксический период сравнительно 
быстро возвращается к исходному уровню. 
Ведущую роль в этом процессе играет гипо-
таламо-гипофизарно-адреналовый комплекс 

и основные медиаторы системы – катехола-
мины и кортикостероиды. В этот период ак-
тивируются множественные соподчиненные 
сигнальные системы, которые обеспечивают 
формирование срочной компенсаторной за-
щитной реакции организма от гипоксии  и 
составляют основу для формирования отсро-
ченных геномзависимых защитных эффектов 
долгосрочной адаптации. Известно, напри-
мер, что в таком случае происходит выброс 
аденозина, NO, опиоидов, брадикинина и 
других интермедиатов, которые связываются 
с рецепторами G-белков (GPCR) и иници-
ируют сигнальные пути, контролируемые 
различными киназами. Однако до настоящего 
времени остается открытым вопрос о роли 
всех излучаемых сигнальных путей в срочной 
индукции HIF-1. Неясно также, может ли этот 
фактор претендовать на главную роль в про-
цессе формирования срочный адаптации. Так 
как регуляция активности HIF-1 определяется 
преимущественно субъединицей HIF-1α, то 
вполне понятно, что рассматриваемый вопрос 
касается прежде всего значимости последней 
во всем процессе.

Проведенные нами исследования показы-
вают, что при гипоксических воздействиях 
в режиме прекондиционирования ни сво-
боднорадикальные процессы, ни цитокины, 
ни NO не выполняют функцию сигнальных 
механизмов срочной адаптации, ответствен-
ных за аккумуляцию HIF-1α в ранний пост-
гипоксический период и являются, скорее 
всего, лишь вторичными мессенджерами, 
играющими важную роль в формировании 
отсроченной адаптации [1, 7–12]. 

В то же время известно, что кислородза-
висимый процесс пролилгидроксилирования 
и протеасомной деградации HIF-1α, проте-
кающий в цитозоле нормоксических клеток, 
сопряжен с утилизацией НАД-зависимого 
субстрата цикла Кребса – α-кетоглутарата, в 
то время как другой субстрат цикла трикар-
боновых кислот сукцинат – аллостерический 
ингибитор этого процесса [52]. При гипоксии 
работа малатаспартатного шунта, поставля-
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ющего α-кетоглутарат в цитозоль, ингиби-
руется, а синтез сукцината усиливается. В 
силу этого создаются предпосылки (наряду 
с дефицитом О2 и Fe2+) для инактивации про-
лилгидроксилазных реакций и стабилизации 
HIF-1α, его накопления и усиления его транс-
крипционной активности. В таком случае 
должна существовать прямая зависимость 
между активацией сукцинатоксидазного пути 
окисления при гипоксии и образованием HIF-
1α (рис. 2).

Действительно, в литературе имеются 
подтверждения того, что экспрессия HIF-1α 
или ее подавление определяются состоянием 
митохондриальной дыхательной цепи [3–15, 
26, 45, 51, 91, 103]. Так, у мышей С57ВL/6 
однократная внутрибрюшинная индукция 
ингибитора МФК I нейротоксина 1-метил-
4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина (МРТР) 
подавляла аккумуляцию HIF-1α в стриатуме 
в ответ на последовательные гипоксические 
воздействия (8 % О2, 4 ч). Точно так же в нейро-
нальной культуре, где имелся 40%-й дефицит 
активности МФК I, гипоксическая индукция 
HIF-1α и его связывание в ядре с ДНК (обра-
зование транскрипционного активного ком-
плекса HRE), были резко снижены, однако они 
восстанавливались в присутствии сукцината. 

Нами показано, что и срочная и долгос-
рочная активация экспрессии HIF-1a после 
гипоксических воздействиий коррелировала с 
активностью сукцинатоксидазного окисления 
и характеризовалась как ткане-, так и фено-
специфичностью. В неокортексе неустойчи-
вых к гипоксии крыс при гипоксических воз-
действиях в режиме прекондиционирования 
наблюдается быстрая инактивация МФК I 
и переключение работы на сукцинатокси-
дазное окисление [1–3, 8, 64–66], коррели-
рующее со срочной экспрессией HIF-1α, а 
также снижением формирования срочной и 
отсроченной резистентности. При тяжелых 
формах гипоксии способность к экспрессии 
HIF-1α и формированию срочной и долгос-
рочной резистентности у неустойчивых к 
гипоксии животных нарушалась. Если, одна-
ко, переключения работы дыхательной цепи 
при гипоксических воздействиях от МФК I 
к МФК II не происходило, как, например, в 
КГМ высокоустойчивых к гипоксии крыс, 
аккумуляция  HIF-1α была снижена, либо во-
обще отсутствовала [2, 3–5, 60–63, 65, 66], и 
ни срочная, ни долгосрочная резистентность 
не формировались. Таким образом, индукция 
HIF-1a усиливается в условиях низкой актив-
ности МФК I и высокой активности МФК II. 

Рис. 2. Взаимодействие в условиях гипоксии сукцинатоксидазного окисления (МФК II) и транскрипционной активности 
HIF-1α.Активация при гипоксии МФК-II способствует ингибированию пролилигидроксилазных реакций (PHD), акку-
муляции HIF-1α, его транслокации в ядро и экспрессии HIF-1α-зависимых генов адаптации. МФК – митохондриальный 
ферментный комплекс. ЦТК – цикл трикарбоновых кислот. PHD – пролилгидроксилазные реакции
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В свою очередь показано, что HIF-1α может 
влиять на работу дыхательной цепи: через 
активацию пируватдегидрогеназы киназы I он 
способствует ингибированию пируватдеги-
дрогеназы и тем самым подавляет окисление 
пирувата, что может быть одной из причин 
инактивации МФК I (см. рис. 2) [50].

Итак, существует генетически детерми-
нированная сопряженность в функциониро-
вании митохондриальной дыхательной цепи 
и транскрипционной экспрессии индуцируе-
мых гипоксией генов в условиях гипоксии, в 
которой субстраты цикла Кребса выполняют 
сигнальную функцию и регулируют актив-
ность пролилгидроксилазных реакций. Все 
эти факты указывают на участие митохонд-
риальной дыхательной цепи и ее субстрата 
сукцината в регуляции транскрипционной 
экспрессии индуцируемых гипоксией генов 
(см. рис. 2).

Следует, однако, учитывать, что из-
быточное накопление сукцината в тканях 
при разных патологиях, связанное либо с 
нарушением окислительной функции сук-
цинатдегидрогеназы или дефицитом этого 
фермента, может быть причиной гипервысо-
кого содержания HIF-1α в тканях, что ведет 
к стимуляции пролиферативной активности, 
энцефаломиопатиям и образованию опухо-
лей [26]. Показано, например, что мутации 
сукцинатдегидрогеназы ведут к карциноме 
почек, желудка, раку щитовидной железы 
[18, 91]. При этом в тканях происходит сни-
жение пролилгидроксилазной активности, 
накопление HIF-1α в ядре и цитозоле, кото-
рое может быть связано с ингибированием 
(α)-кетоглутаратзависимых оксигеназ, в том 
числе проколлаген-пролилгидроксилазы, 
контролирующей его протеасомную дегра-
дацию [13–15, 51, 91]. 

Роль митохондрий в межклеточных  
взаимодействиях 
Сенсационным открытием последнего де-
сятилетия стало установление факта, что 
интермедиаты цикла Кребса сукцинат и 

a-кетоглутарат, помимо их участия в элек-
тронно-траспортной функции митохон-
дриальной дыхательной цепи, являются 
специфическими лигандами двух G-белок-
сопряженных рецепторов из семейства P2Y 
пуринорецепторов: GPR91 и GPR99 [42]. 
Поэтому гены, кодирующие эти рецепторы, 
были названы соответственно SUCNR1 (для 
сукцинатзависимого рецептора) и OXGR1 
(для α-кетоглутарат- или окосиглутаратзави-
симого рецептора) [77]. Поступая из клеток 
в кровь, в которой эти субстраты обнаружи-
ваются в микромолярных концентрациях, 
они выполняют регуляторную функцию 
сигнальных молекул, ответственных в конеч-
ном счете за поддержание метаболического 
гомеостаза на системном уровне. 

Сигнальная функция сукцината подтвер-
ждается многочисленными фактами. Так, 
известно, что его экстраклеточная аккуму-
ляция увеличивает реабсорбцию фосфата и 
глюкозы, стимулирует гликолиз, увеличивает 
уровень гемоглобина, тромбоцитов и нейтро-
филов у мышей при моделировании индуци-
рованной хематотерапией миелосуппрессии 
[42]. С усилением сукцинатоксидазного 
окисления при гипоксии связывают увели-
чение содержания Са в цитозоле и матриксе 
и сопряженный процесс активации фосфоли-
пазы А2, набухание митохондрий, снижение 
постгипоксического ацидоза, активацию 
митохондриального КАТФ-зависимого канала 
[100–102]. Сукцинат увеличивает реабсорб-
цию фосфата и глюкозы в проксимальных 
трубочках и стимулирует глюконеогенез [40]. 

Сукцинат принимает активное участие во 
внутриклеточном метаболизме. Яркое под-
тверждение этого – его роль в метаболизме 
инсулина в клетках островков Лангергенса 
[66]. Он обладает антиацидотическими свой-
ствами и оказывает нормирующее действие 
на буферные свойства крови, увеличивая 
сродство кислорода к гемоглобину, т.е. 
облегчает его высвобождение в гипоксиче-
ских условиях. Улучшается венозный отток, 
оксигенация тканей и работа сердечно-со-
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судистой системы как в центральном, так и 
периферическом участках. в глюконеогенез 
вовлекаются недоокисленный лактат и дру-
гие метаболиты [12]. Имеются данные о том, 
что существует сукцинатконтролируемый 
электронный шунт между периферическими 
клетками и легкими. В условиях гипоксии 
сукцинат транспортируется с кровью из 
периферических гипоксических тканей в 
легкие, где его синтез затруднен в связи с 
более высокой оксигенацией, и используется 
там в качестве энергетического субстрата, 
необходимого для легочной вазоконстрикции. 
При этом он окисляется в митохондриях лег-
ких до фумарата, который через кровь снова 
поступает к периферическим клеткам и в 
фумаратредуктазной реакции вновь образует 
сукцинат [23, 76]. 

На настоящий день установлено, что 
сукцинатзависимый GPR91 локализован в 
плазматической мембране [43]. Он обна-
ружен более чем в 20 тканях и спектр его 
локализации постоянно расширяется. Наи-
большей способностью к его экспрессии при 
гипоксии обладают почки (корковый слой и 
дистальные трубочки), а также печень [27], 
селезенка, тонкая кишка, мочевой пузырь. 
Рецептор специфически активируется только 
сукцинатом, который способствует также его 
интернализации [43]. Активация рецептора 
сукцинатом реализуется по крайней мере че-
рез два сигнальных пути (PI3K и ERK). Так 
как сукцинат индуцирует аккумуляцию ино-
зитолфосфата и увеличение [Ca2+]i, а также 
активирует Erk, предполагается, что его акти-
вирующее действие на GPR91 сопряжено, по 
крайней мере, с передачей сигнала через Gi/
Go и Gq [43, 102]. Тем не менее рецепторно-
сигнальная функция сукцината, по-видимому, 
тканеспецифична [43]. 

В почках индуцированная сукцинатом 
экспрессия GPR91, сопровождающаяся его 
интернализацией, вовлекает ренинангиотен-
зиновую систему. Эта активация является 
звеном специфического для почек парак-
ринного сигнального пути, инициируемого 

высокой концентрацией глюкозы [17, 88, 98, 
102]. GPR91-сигнальный каскад включает 
локальную аккумуляцию сукцината, а также 
экспрессию и интернализацию в эндотели-
альных клетках почечных канальцев рецеп-
тора GPR91. При этом в процессе сигнальной 
трансдукции увеличиваются эндотелиальное 
содержание Са2+, образование NO и проста-
гландина (PGE2) и их паракринное действие 
на смежные ренинпродуцирующие клетки. 
Этот каскад может модулировать почеч-
ную функцию и способствовать удалению 
различных продуктов метаболизма путем 
гиперфильтрации. Однако при длительной ги-
перэкспрессии сукцината он может, видимо, 
служить связующим звеном в развитии таких 
патологий, как диабет или синдром гиперак-
тивации ренинангиотензивной системы, си-
стемной гипертензии и органных нарушений 
и способствует развитию сосудисто-почечной 
гипертензии, которая в свою очередь прово-
цирует развитие атеросклероза, диабета и 
почечной недостаточности. [43, 86].

При ишемии печени рецептор GPR91 
экспрессируется в звездчатых клетках ор-
гана. Однако сукцинатзависимый эффект в 
этом случае не связан с гипертензией. Ре-
цептор трансформирует сигнал, связанный 
с увеличением внеклеточной концентрации 
сукцината, во внутриклеточный, способству-
ющий активации звездчатых клеток в ответ 
на повреждение органа. [27]. Таким образом, 
и в этом случае при ишемии печени действие 
сукцината следует рассматривать, как парак-
ринный сигнал [27]. 

Сукцинатзависимая экспрессия GPR91 
при ишемии обнаружена в дендритных 
клетках. Ее результатом является продукция 
различных ангиогенных факторов, в том 
числе сосудистого фактора роста VEGF [84, 
49]. Происходит сукцинатзависимая моби-
лизация Са в клетке, индуцируется мигра-
ционая активность и активируются лиганды 
Толл-подобных рецепторов, продуцирующих 
провоспалительные цитокины.

Сукцинат усиливает антигенспецифиче-
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скую активацию хелперовских Т-клеток у 
человека и мышей, т.е. участвует в иммунных 
реакциях организма. Сукцинатзависимая 
GPR9-регуляция включается в распознавание 
иммунологической опасности, контролируя 
способность ткани к отторжению транплан-
татов [84].

Сукцинатзависимая активация GPR91 
обнаружена в ретине грызунов, где он 
экспрессируется преимущественно в слое 
ретинальных ганглиев [88] и способству-
ет васкуляризации, активируя продукцию 
проангиогенных гормонов и регулируя рост 
сосудов. Однако при диабете и ретинальной 
ишемии увеличение содержания сукцината 
усиливает нейроваскуляризацию, ведущую 
к ретинопатии [84].

GPR91 регулирует липолиз в адипоцитах 
[84]. Его активация способствует подавлению 
липолиза в условиях гипогликемии и избы-
точного накопления жирных кислот. Таким 
образом, сигнальная функция интермедиа-
тов цикла трикабоновых кислот участвует в 
регуляции энергетического гомеостаза [81]. 

Установлена роль сукцината и его рецеп-
тора в стимуляции роста гемопоэтических 
прогениторных клеток. мРНК GPR91 и 

экспрессия белка были обнаружены в про-
гениторных клетках CD34+ костного мозга 
человека, а также в эритроидных и мегака-
риотных культурах и эритролейкемических 
клетках линии TF-1 [42]. 

Однако тканеспецифические эффекты 
рецептора не ограничиваются локальными 
реакциями. Имеются данные о том, что 
сукцинатсопряженные реакции включают-
ся в экспрессию генов глутамат- и допа-
минергических систем сигнализации [72]. 
Более того, получены экспериментальные 
доказательства, что через GPR91 и GPR99 
может осуществляться метаболическая связь 
окислительных процессов в митохондри-
ях с адренергической и холинергической 
системами [55]. Показано, например, что 
стимуляция физиологических функций адре-
налином включает избирательную активацию 
сукцинатдегидрогеназы, а сукцинат, дейст-
вующий в микромолярных концентрациях 
как субстрат окисления, является сигналь-
ной молекулой, стимулирующей выделение 
адреналина и норадреналина. Точно такая 
же обратная сигнальная связь существует 
между субстратом метаболизма митохондрий 
α-кетоглутаратом и ацетилхолином . 

Рис. 3. Взаимодействие в условиях гипоксии митохондриальной дыхательной цепи (МФК II) и GPR91. Внутри- и вне-
клеточная аккумуляция сукцината при гипоксии приводит к активации МФК II (а), подавлению пролилгидроксилазных 
реакций (б), активации сигнальной функции GPR91(в), контролирующей активность МФК II (г). Все в целом приводит 
к аккумуляции HIF-1α и усилению его транскрипционной активности
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Все в целом свидетельствует о том, что 
ответная реакция организма на гипоксию, 
первично реализующаяся через активацию 
МФК II на субклеточном, митохондриальном 
уровне, способствует инициации каскада 
сукцинатзависимых взаимодействующих 
регуляторных механизмов, формирующихся 
как на клеточном, так и системном уровнях 
и контролирующих поддержание метаболи-
ческого гомеостаза организма (рис. 3).

Таким образом, митохондриальная ды-
хательная цепь через сигнальные молекулы 
вовлечена не только в систему внутрикле-
точной, но и трансмембранной и межкле-
точной сигнализации, а сами митохондрии 
функционируют, как активные сигнальные 
органеллы и играют ключевую роль в важ-
нейших регуляторных физиологических 
процессах. 

Заключение

Приведенный в статье материал свидетель-
ствует о том, что митохондрии вовлечены в 
механизмы внутриклеточной и межклеточной 
сигнализации и принимают участие в переда-
че информации по самым различным внутри-
клеточным сигнальным путям. К их первона-
чальной функции, связанной с уникальными 
свойствами терминального фермента дыха-
тельной цепи цитохромоксидазы, добавилась 
новая – участие в регуляции кислородного 
гомеостаза не только клетки, но и организма 
в целом. Характерные фазные изменения в 
состоянии ферментов субстратного участка 
митохондриальной дыхательной цепи (МФК 
I и II) при гипоксии и переключение от окис-
ления НАД-зависимых субстратов на сукци-
натоксидазный путь являются регуляторным 
механизмом, реализующимся при любых 
формах кислородной недостаточности.

Этот механизм участвует по крайней мере 
в четырех важнейших регуляторных функ-
циях: 1) сенсорной, связанной с изменением 
кинетических свойств МФК I и МФК II в 
ответ на градуальное снижение концентра-

ции кислорода в среде и направленной на 
выбор наиболее эффективного пути окисле-
ния энергетических субстратов в условиях 
гипоксии; 2) компенсаторной, ответственной 
за формирование срочных реакций адаптации 
при гипоксии, определяющих резистентность 
организма в этих условиях (эффекты пре-
кондиционирования); 3) транскрипционной, 
направленной на активацию образования 
HIF-1 и генов, обеспечивающих длительную 
адаптацию организма к низким рО2; 4) рецеп-
торной, отражающей участие митохондрий в 
системе межклеточной сигнализации. Во всех 
случаях необходимый результат достигается 
через активацию сукцинатоксидазного окис-
ления, что позволяет рассматривать сукцинат 
как сигнальную молекулу.

Таким образом, митохондриальная дыха-
тельная цепь в условиях гипоксии не только 
принимает непосредственное участие в 
формировании как ранних, так и поздних 
адаптивных признаков, но и вовлекается в 
сложнейшую систему внутриклеточной и 
межклеточной сигнализации, благодаря кото-
рой обеспечивается формирование системно-
го ответа организма на дефицит кислорода. 

Л.Д. Лукьянова 

СИГНАЛЬНА РОЛЬ МІТОХОНДРІЙ  
ПРИ АДАПТАЦІЇ ДО ГІПОКСІЇ

Обгрунтовується біоенергетичний механізм формування 
негайної адаптації до гіпоксії. Доводиться, що репрогра-
мування роботи субстратної ланки дихального ланцюга 
(переключення окиснення НАД-залежних субстратів на 
сукцинатоксидазний шлях), яке відбувається на ранніх 
стадіях гіпоксії, виконує регуляторну роль у трьох най-
важливіших функціональних аспектах життєдіяльності 
організму при гіпоксії: 1) збереженні на ранніх стадіях 
аеробного синтезу енергії; 2) ініціації HIF-1 – залежних 
транскрипційних процесів, які беруть участь у формуванні 
реакцій адаптації , 3) рецепторній функції і реакціях між-
клітинної сигналізації, тобто в системній регуляції. Все це 
дозволяє розглядати сукцинат як сигнальну молекулу, що 
бере участь у регуляції кисневого гомеостазу організму. 
Ключові слова: гіпоксія, адаптація, репрограмування 
роботи дихального ланцюга, мітохондріальні ферментні 
комплекси I і II, HIF-1α, GPR91.

Сигнальная роль митохондрий
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MITHOCHONDRIA SIGNALING  
IN ADAPTATION TO HYPOXIA

A bioenergetic mechanism for development of urgent adapta-
tion to hypoxia is considered. Hypoxia induces reprogramming 
of respiratory chain function and switching from oxidation of 
NAD-related substrates (complex I) to succinate oxidation 
(complex II). Transient, reversible, compensatory activation 
of respiratory chain complex II is a major mechanism of ur-
gent adaptation to hypoxia necessary for 1) succinate- related 
energy synthesis in conditions of oxygen deficiency and for-
mation of urgent resistance in the body; 2) succinate- related 
stabilization of HIF-1α and initiation of its transcriptional 
activity related with formation of urgent and long-term adap-
tation; 3) succinate- related activation of a succinate-specific 
receptor GPR91. Therefore succinate is a signaling molecule, 
and its effects are realized at three levels in hypoxia, intrami-
tochondrial, intracellular and intercellular. 
Keywords: hypoxia, adaptation, respiratory chain reprogram-
ming, mitochondrial complexes I and II, HIF-1α, GPR91.
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Moscow, Russia
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Канцерогенні аспекти  
індетерміністичних ефектів опромінення

В огляді представлені результати клінічних і епідеміологічних досліджень щодо виявлення злоякіс-
них захворювань різноманітної локалізації у осіб, які зазнали впливу іонізуючого випромінювання. 
Наводяться дані стосовно захворюваності на пухлини молочної та щитоподібної залоз, бронхо-
легеневої і кровотворної систем у осіб, опромінених у різних дозах.
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Відкриття та застосування іонізуючого ви-
промінювання (ІВ) для діагностичних і ліку-
вальних цілей зумовило необхідність вивчен-
ня наслідків його впливу на організм людини. 
Суттєву частку в спектрі індетерміністичних 
(стохастичних) ефектів ІВ становлять його 
канцерогенні наслідки. В 1859 р. було опи-
сано розвиток раку легень у працівників 
уранових шахт. Через 7 років після відкриття 
рентгенівських (X) променів) В.К. Рентгеном 
(1895), у 1902 р., Фрібер описав випадок раку 
шкіри у людини після їх застосування, таким 
чином підтвердивши канцерогенний ефект 
опромінення. У 1922 р. Бек надрукував дані 
щодо виникнення саркоми кісток після інтен-
сивної рентгенотерапії у хворих на кісткову 
форму туберкульозу. У 1929 р. Мартланд 
сповістив про розвиток саркоми кісток у 
працівників підприємств в США, де вико-
ристовувалися такі радіоактивні речовини, 
як радій і мезоторій. Застосування торотрасту 
(діоксиду торію) як рентгеноконтрастної ре-
човини в 30–40-х роках минулого століття в 
подальшому призвело до збільшення захво-
рюваності на пухлини печінки, нирок, легень, 
а також саркоми верхньощелепних пазух.

Наявні епідеміологічні дослідження свід-
чать про достовірний зв’язок виникнення 
онкологічної патології з дією ІВ. Найвищі 

ризики відмічаються стосовно неоплазій 
кровотворної системи, новоутворень шкіри, 
кісток, легень, молочної і щитоподібної за-
лоз, яєчників [13]. Так, вплив ІВ в дозі 1 мЗв 
протягом життя призводить до додаткової 
появи 495 випадків злоякісних новоутво-
рень і 65 випадків лейкемії з розрахунку на 
100 тис. населення [39]. Загалом 3–5 % усіх 
злоякісних захворювань людини зумовлені 
дією радіаційного чинника [43, 45]. Серед 
злоякісних захворювань, індукованих ІВ, 
суттєву частку становить рак різноманітної 
локалізації. Оцінка ризику захворюваності 
на рак внаслідок опромінення проводиться 
низкою організацій, насамперед Науковим 
комітетом по дії атомної радіації (НКДАР) 
ООН, Міжнародною комісією з радіологіч-
ного захисту (ICRP), Комітетом Національної 
академії наук США з біологічних ефектів ІВ 
(BEIR) тощо. 

У доповідях НКДАР ООН (1988, 2000) 
для прогнозування ризику раку внаслідок 
опромінення рекомендується використо-
вувати емпіричні моделі, які базуються на 
екстраполяції індивідуальних доз. Досвід 
спостереження за опроміненими в Японії 
свідчить, що середня одномоментна доза зо-
внішнього опромінення 22,0 сГр індукувала 
зростання злоякісних захворювань, насампе-
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ред лейкемій, які сягали максимуму через 10 
років після контакту з ІВ. Спостереження за 
постраждалими внаслідок атомного бомбар-
дування в Хіросімі та Нагасакі дали змогу 
розрахувати ризики онкологічної патології в 
залежності від поглинутої дози ІВ [57]. 

У жителів Нагасакі через 30 років після 
атомного бомбардування [58] встановлено 
значне підвищення кількості злоякісних 
пухлин порівняно з контролем; дозозалеж-
не зростання вікової частоти неоплазій; 
обернено пропорційну залежність між віком 
опромінених і латентним періодом виник-
нення злоякісних пухлин; в спектрі раків 
першим діагностувався рак щитоподібної 
залози, в подальшому – рак шийки матки, 
хоріокарцинома та рак молочної залози у 
жінок репродуктивного віку (через 10 років 
після опромінення). Також спостерігалося 
підвищення частоти захворюваності на рак 
легень, шлунка, товстого кишечника, печінки, 
яєчників, сечового міхура і шкіри. 

Моніторинг протягом 30 років населення 
Східно-Уральського радіоактивного сліду, 
яке зазнало комбінованої (зовнішньої та 
внутрішньої) дії хронічного γ-опромінення 
в діапазоні малих і середніх доз (поглинуті 
дози) виявив достовірне збільшення смерт-
ності від злоякісних пухлин порівняно з 
контролем [16]. 

При оцінці ризиків раку внаслідок опро-
мінення малими дозами або дозами, пролон-
гованими в часі, існує низка невизначеностей 
[21]. Неоднозначними є погляди щодо діапа-
зону малих доз. Деякі дослідники (переваж-
но спеціалісти в галузі радіаційної гігієни) 
вважають такими дози, які наближаються до 
фонового рівня, або перевищують його на 
1–2 порядки [18]. За даними інших авторів, 
значення малих доз варіює в межах 0,01–0,1 
Гр [4, 27, 31]. Деякі вчені приймають за малі 
дози, які не перевищують 1 Зв, а стосовно 
аварії на Чорнобильській АЕС – дози поряд-
ку 0,2 Зв [3]. Спеціалісти Фонду наукових 
досліджень (Японія) вважають, що малими 
є дози в діапазоні до 0,2 Зв. Інші дослідни-

ки до категорії малих доз відносять дозові 
навантаження порядку 0,1–1,0 Гр [22]. На 
думку окремих учених малі дози – це дози, 
прийняті в медичній радіології ( до 0,5 Зв) 
[5]. За даними НКДАР ООН, до цієї категорії 
доз слід віднести такі, що не перевищують 
0,2 Зв. МКРЗ, BEIR та інші міжнародні ор-
ганізації, які регламентують питання ядерної 
безпеки, провели незалежну оцінку ефектів 
ІВ і встановили межі доз, які ґрунтуються 
на різному ступені чутливості органів і тканин. 
У 1977 р. МКРЗ визначив допустиму еквіва-
лентну дозу за рік для населення 0,5 сЗв. У 
1985 р. була рекомендована експозиція, яка 
протягом життя не перевищує 0,1 сЗв на рік.

Аналізуючи особливості дії малих доз 
на організм людини, виділяють три теорії 
їх впливу: 1) лінійної залежності зростання 
небажаних наслідків опромінення від вели-
чини дози, навіть при найбільш низьких її 
значеннях; 2) наявності порогу впливу ІВ 
(або кумулятивної дози); 3) позитивної біо-
логічної дії (радіаційного гормезису) [8, 21]. 
Погоджуючись з першими двома теоріями, 
більшість учених заперечує стимулювальний 
вплив ІВ щодо організму людини та тварин, 
хоча допускає ймовірність такого ефекту від-
носно рослинних організмів [10, 11, 14, 17, 
30, 34, 50]. Варіабельність наслідків опромі-
нення організму людини в малих дозах може 
бути зумовлена різним ступенем радіочут-
ливості та радіорезистентності конкретного 
індивідуума. ІВ може бути чинником, що дає 
змогу генетичним поліморфізмам певної осо-
би реалізуватись і призводити до виникнення 
патологічного процесу. 

Тривалий моніторинг стану здоров’я 
постраждалих внаслідок аварії на ЧАЕС, 
який проводиться спеціалістами лабораторії 
імуногенетики ДУ “Національний науковий 
центр радіаційної медицини НАМН Укра-
їни”, підтвердив, що ідентифікація HLA-
типу дає можливість виявити наявність або 
відсутність імуногенетичних маркерів раді-
очутливості та радіорезистентності, а також 
маркерів реалізації соматичної патології у 
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опромінених осіб [23].
Зазвичай припускається, що існує ліній-

на залежність виникнення канцерогенних 
ефектів для діапазону малих доз. Цей факт 
враховується при розробці стандартів щодо 
допустимих рівнів опромінення. 

Вагомі результати отримані при викорис-
танні моделі відносного ризику, відповідно 
до якої ризик захворіти на рак оцінюється 
як пропорційний “спонтанному” або “при-
родному” ризику, тобто очікується зростання 
кількості випадків захворюваності зі збіль-
шенням віку опромінених осіб.

Важливим є встановлення взаємозв’язку 
відносної біологічної ефективності випро-
мінювання та його енергії [28]. Є дані щодо 
більш високої “ефективності” впливу низь-
коенергетичних нейтронів та α-частинок 
відносно біологічного ушкодження організму 
порівняно з високоенергетичними частинками 
(з розрахунку на одиницю абсорбованої дози). 
Висновки BEIR, ICRP і деяких інших організа-
цій свідчать, що малі дози та швидкість їх нако-
пичення при опроміненні низькоінтенсивним 
ІВ більш небезпечні з точки зору ймовірності 
захворіти на рак і лейкемію, ніж при високих 
дозах та високих темпах їх накопичення (тобто 
при низьких дозах і темпах накопичення ефект 
не є лінійним) [5, 46]. Ці дані потребують по-
дальших епідеміологічних досліджень.

Аналіз медичних наслідків аварії на 
ЧАЕС підтверджує правомірність існуючих 
поглядів щодо індетерміністичних впливів 

опромінення. Дані 25-річного спостережен-
ня за учасниками ліквідації наслідків аварії 
(УЛНА) на ЧАЕС 1986–1987 рр. свідчать про 
зростання у них частоти виявлення злоякіс-
них захворювань [6]. 

Аналіз показників захворюваності се-
ред жіночної частини населення України 
до (1977–1985 рр.) і після Чорнобильської 
катастрофи (1986–1994 рр.) показав значне 
зростання, окрім числа випадків раку молоч-
ної залози, раку матки та яєчників [7].

Динаміка захворюваності на рак молочної 
залози серед постраждалого жіночого населен-
ня України була такою: для жінок-УЛНА цей 
показник підвищився упродовж 1990–2004 рр. 
у 1,9 раза порівняно з неопроміненими; для 
евакуйованих жінок – в 1,6 раза (табл. 1).

Через 25 років після аварії серед усіх 
форм неоплазій найбільшого рівня сягала 
захворюваність на рак щитоподібної залози 
(у 5,6 разів) (табл. 2) [6]. Захворюваність на 
рак молочної залози перевищувала очіку-
ваний рівень для цієї категорії осіб жіночої 
статі у 1,5 раза. Прогнозується підвищена 
захворюваність і смертність від злоякісних 
новоутворень для опромінених внаслідок ава-
рії на ЧАЕС протягом найближчих 40 років.

Серед стохастичних наслідків опромі-
нення ендокринної системи значну частку 
становить тиреоїдна патологія. У дітей, які 
проживали в штатах Юта і Невада та були оп-
ромінені в результаті випадіння осадів після 
випробувань атомної зброї на полігоні Невада 

Таблиця 1. Стандартизовані показники захворюваності на рак молочної залози у різних групах постраждалого 
жіночого населення України (дані ДУ “ННЦРМ НАМН України”)

Групи за період спостере-
ження у 1990–2004 рр. 

Очікувана 
кількість 
випадків

Виявлена 
кількість ви-

падків

Стандартизований 
показник ризику, 

SIR (%)

95%-й довірчий 
інтервал

Жінки - учасниці ліквідації 
наслідків аварії на ЧАЕС 100,2 279 278,5 245,8–311,2

Жінки, евакуйовані  
з 30-кілометрової зони 254,1 198 77,9 67,1–88,8

Жінки - мешканки радіоак-
тивно забруднених територій 1153,1 756 65,6 60,9–70,2
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у 50-х роках минулого століття, збільшува-
лася частота випадків раку щитоподібної 
залози [48]. Високий рівень радіоактивних 
опадів внаслідок термоядерних випробувань 
зумовив дозозалежне зростання частоти раку 
щитоподібної залози у опромінених у дитин-
стві жителів Маршалових островів, у опро-
мінених внаслідок атомного бомбардування 
в Японії, у постраждалих внаслідок аварії на 
ЧАЕС [33, 36].

Починаючи з 1989 р., встановлене збіль-
шення захворюваності на рак щитоподібної 
залози у дитячого населення України. За дани-
ми Інституту ендокринології та обміну речо-
вин НАМН України, протягом 1989–2004 рр. 
було прооперовано 3400 таких дітей. Почи-
наючи з 2001 р. захворюваність була в межах 
311–374 випадків, без тенденції до зниження, 

переважна кількість нових випадків реєстру-
валась серед дітей, вік яких не перевищував 
14 років на момент опромінення [20]. 

Серед УЛНА 1986–1987 рр. після 2001 р. 
зареєстровано прогнозований надлишок 
тиреоїдного раку (серед чоловіків – пе-
ревищення загальнонаціонального рівня 
в 4 рази, загалом за період 1998–2004 рр. 
–  у  9  раз ів ;  серед жінок-УЛНА в 9 ,7 
і  13 разів  в ідповідно) .  Зареєстровано 
також неочікуване підвищення захво-
рюваності в інших групах населення: у 
евакуйованих – у 4 рази впродовж 1990– 
1997 рр.  і  в  6 разів протягом періоду 
1998–2004 рр.; у дорослого населення, яке 
мешкає на радіаційно забруднених терито-
ріях – у 4 рази в 1990–2004 рр. порівняно 
з 1980–1989 рр. (табл. 3) [7]. 

Таблиця 2. Захворюваність учасників ліквідації наслідків аварії (УЛНА) на ЧАЕС на окремі форми злоякісних 
новоутворень (дані ДУ “ННЦРМ НАМН України”)

Група постраждалих (період спостере-
ження) та нозологія за MКХ-10

Очікувана 
кількість 
випадків

Виявлена 
кількість 
випадків

Стандартизова-
ний показник 

ризику, SIR (%)

95%-й довірчий 
інтервал

УЛНА 1986–1987 рр. 
(2004–2007 рр.): злоякісні новоутво-
рення (С.00-С.96)

6649 7190 108,1 105,6–110,6

УЛНА 1986–1987 рр. (2004–2007 рр.): 
рак щитоподібної залози (С.73)

53 299 564,2 500,2–628,1

УЛНА 1986–1987 рр. (2004–2007 рр.): 
рак молочної залози (С.00-С.96)

149 226 151,7 131,9–171,5

Таблиця 3. Стандартизовані показники захворюваності на рак щитоподібної залози  
у різних групах постраждалого населення України (дані ДУ “ННЦРМ НАМН України”)

Групи за період спо-
стереження 1990–2004 

рр. 

Очікувана 
кількість 
випадків

Виявлена кіль-
кість випадків

Стандартизований по-
казник ризику, SIR (%)

95%-й довірчий 
інтервал

Учасників ліквідації 
наслідків аварії 28,1 156 554,3 467,3–641,3

Евакуйовані з 30-кіло-
метрової зони 1,1 175 563,5 480,0–647,0

Мешканці радіоактив-
но забруднених тери-

торій
151,5 247 163,1 142,7–183,4

Канцерогенні аспекти індетерміністичних ефектів опромінення
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Аналогічні відомості отримані науков-
цями Росії та Білорусі. Відповідно до даних 
Національного радіаційно-епідеміологічного 
реєстру Росії протягом 1992–2006 рр. відміче-
но підвищення онкологічної захворюваності 
серед УЛНА на 20 % порівняно з національ-
ним рівнем [12]. Виявлена кореляція показ-
ників онкологічної захворюваності УЛНА з 
дозовими навантаженнями.

Моніторинг постраждалого внаслідок 
Чорнобильської катастрофи населення Росії 
(Білгородська обл.) також виявив особливос-
ті росту онкологічної патології: зростання 
протягом першого та другого п’ятирічних 
періодів спостереження (1986–1990 рр. і 
1991–1995 рр.) та поступове зниження про-
тягом 1996–2000 рр. Показники збільшення 
захворюваності на злоякісні пухлини протя-
гом вищенаведених періодів спостереження 
для чоловіків становили 10,3, 12,4 і 5,1 %, 
для жінок – 7,3, 12, 4 і 8,8 %. Більш високий 
темп росту онкологічної захворюваності 
встановлено у дітей віком 0-14 років (у 
хлопчиків – на 50 %, у дівчаток – на 60,3 %), 
максимальне підвищення – у осіб віком від 70 
років (у чоловіків – на 105,3 %, у жінок – на 
210,6 %) [13]. 

Серед постраждалого внаслідок аварії на 
ЧАЕС населення Росії та Білорусі відмічено 
суттєве підвищення числа випадків раку 
щитоподібної залози, особливо у опроміне-
них у дитячому віці [24, 51]. Мінімальний 
латентний період становив 5–6 років, пік за-
хворювань був максимальним через 10 років 
після опромінення.

Суттєву роль в індукції пухлин має шлях 
потрапляння радіонукліда до організму. Дані 
міжнародних організацій, які регламентують 
питання ядерної безпеки, свідчать, що до 10 % 
раку легень можуть бути зумовлені впливом 
радону приміщень [20]. Інгаляційного вплив 
радіоактивного плутонію (239Pu) призводить 
до виникнення бронхопульмональної карци-
номи [2, 15, 58]. У працівників підприємств з 
виробленню плутонію встановлено зростання 
захворюваності на рак легень (вузлова форма 

– 45,8 %, центральна локалізація – 48,6 %) 
з переважанням перибронхіального росту 
(60,0 %), частим метастазуванням у печінку 
(51,4 %), надниркові залози (45,8 %) і нирки 
(22,2 %) [1, 7], особливо у випадках дрібно-
клітинних карцином та карцином змішаної 
гістологічної структури.

Індетерміністичні наслідки впливу ІВ 
щодо кровотворної системи включають різно-
манітні види лейкемій, мієлодиспластичного 
синдрому (МДС), хронічних мієлопроліфера-
тивних захворювань (ХМПЗ), у тому числі 
хронічну мієлоїдну лейкемію (ХМЛ) [35, 
37, 49, 55].

Зростання частоти виникнення лейкемій, 
в тому числі – ХМЛ, спостерігається у про-
фесійних робітників підприємств атомної 
промисловості; у пацієнтів, опромінених 
в медичних цілях; у осіб, які зазнали оп-
ромінення внаслідок технологічних аварій 
(населення, яке проживало поблизу р. Теча) 
[19, 38, 42]. Вплив пролонгованого зовніш-
нього γ-опромінення в діапазоні від 1 до  
10 Гр на персонал ПО “Маяк” зумовив ліній-
ну залежність ризику лейкемій, який стано-
вив 1,9 (95%-й довірчий інтервал 0,9-3,8) на 1 
Гр з мінімальним латентним періодом виник-
нення захворювань 2 роки та їх максимумом 
через 2–5 років [19]. Серед опромінених в 
Японії найвища частота лейкемій (особли-
во ХМЛ) спостерігалася в період з 1955 по 
1959 рр. (переважали випадки захворювань 
серед чоловіків віком до 29 років на момент 
опромінення, які знаходились на відстані до 
1500 м від епіцентру вибуху) [52]. Мієлоїдні 
форми лейкемій перевищували 50 % усіх 
радіаційно-індукованих лейкемій. 

Панцитопенія і зміни кісткового мозку, 
подібні до МДС, виявлені у робітників, які 
протягом тривалого часу працювали за умов 
впливу радону (226Ra і 228Ra). Підвищена 
захворюваність на вторинний МДС відмі-
чається у осіб, яким проводили радіаційну 
терапію з приводу спондиліту [37].

У дитячого населення штатів Юта і Нева-
да, які зазнали впливу радіаційного чинника 
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внаслідок випробувань атомної зброї на полі-
гоні Невада протягом 1950-х років, відмічено 
зростання частоти випадків гострої лейкемії. 
Збільшення захворюваності на гостру лейкомію 
було виявлено у Великій Британії у дітей – меш-
канців регіонів поблизу заводів по переробці 
ядерних матеріалів (Селлафільд, Даунрей) [41]. 

Дослідження [41] серед опромінених в 
Японії свідчить про наявність у частини з них 
клінічних ознак МДС. Аналіз морфологічних 
особливостей препаратів кісткового мозку 
190 випадків лейкемій у постраждалих, які 
знаходились на відстані до 9000 м від епі-
центру вибуху, призвів до рекласифікації 11 
випадків гострої лейкемії в МДС. МДС харак-
теризувався фібротизацією кісткового мозку 
у поєднанні з гіпер- або гіпоклітинністю. Це 
свідчить про необхідність переоцінки даних 
дослідження “Life Span Study” в Хіросімі та 
Нагасакі з урахуванням сучасних класифіка-
цій онкогематологічних захворювань. Дані 
аутопсій 1960-х років свідчать про підвищену 
частоту виникнення ідіопатичного мієлофі-
брозу у опроміненого японського населення, 
виявлена залежність частоти виникнення 
цього захворювання від знаходження об’єкту 
відносно епіцентру вибуху [53]. 

Останні дані щодо ризиків онкогематоло-
гічної патології серед опромінених внаслідок 
атомного бомбардування в Японії, отримані 
протягом 51-го року спостереження (1950–
2001 рр., «Life Span Study» дослідження) 
свідчать, що, хоча ризик лейкемій в цілому 
знижується з урахуванням часу після опро-
мінення, має місце зростання ризиків гострої 
мієлобластної лейкемії протягом усього пе-
ріоду спостереження [44]. Як і в попередніх 
результатах аналізу, відслідковується помір-
ний взаємозв’язок між дозою опромінення 
та випадками неходжкінських злоякісних 
лімфом (НЗЛ) серед чоловічого населення 
при відсутності такого ефекту у жінок. Однак 
не виявлено радіаційно зумовленого ексцесу 
ризиків для НЗЛ і множинної мієломи.

В Україні через 25 років після аварії з’яви-
лася тенденція до збільшення числа випадків 

лейкемії серед УЛНА, що одержали значні 
дози опромінення: серед реконвалесцентів 
ГПХ було зареєстровано 4 випадки онкоге-
матологічних захворювань [1]. 

Аналіз радіаційних ризиків лейкемії в 
понад 110 000 чоловіків-УЛНА в рамках укра-
їнсько-американського епідеміологічного 
дослідження [43, 56] показав, що в перші 15 
років після опромінення виявлено додатко-
вий надлишковий ризик лейкемії (табл. 4), 
протягом останніх 5 років спостерігається 
зниження радіаційних ризиків. Протягом 
1986–2000 рр. серед цього контингенту ви-
явлено збільшення числа випадків хронічної 
лімфатичної лейкемії (ХЛЛ) порівняно з ана-
логічними показниками по Україні в цілому 
(60 проти 42 %). Відсоток УЛНА, хворих на 
ГМЛ, відносно неопромінених становить 6 
проти 13 %, для осіб з ХМЛ – 17 щодо 12 % 
відповідно.

Подовження терміну спостереження до 
2006 р. включно [60] свідчить, що частота 
виявлення випадків ХЛЛ залишилась такою 
ж високою (58 %). Хоча цей тип лейкемії ха-
рактерний для популяції слов’ян в цілому, на 
відміну від азійської раси, серед якої перева-
жає захворюваність на НЗЛ, кількість випад-
ків ХЛЛ за 20-річний період спостереження 
в цій когорті була на 60 % вищою від очіку-
ваної. Оскільки середні розрахункові дози на 
червоний кістковий мозок внаслідок пролон-
гованого опромінення в діапазоні малих доз 
встановлено на рівні 81,8 мГр для випадків і 
132,3 мГр для контролів, виявлені особливості 
щодо ХЛЛ у учасників ліквідації наслідків 
аварії на ЧАЕС можуть бути зумовлені саме 
такими рівнями дозового навантаження. 

Серед мешканців забруднених радіонуклі-
дами територій відповідно до результатів до-
слідження франко-німецької Чорнобильської 
ініціативи ексцесу лейкемій не виявлено [26]. 
Дані щодо захворюваності на лейкемії дітей, 
опромінених внутрішньоутробно, потребу-
ють подальшої верифікації. 

За даними Національного радіаційно- 
епідеміологічного реєстру Росії, починаючи 
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з 1992–1995 рр. серед УЛНА зареєстровано 
майже подвійне збільшення частоти захворю-
ваності на лейкемії, у тому числі ХМЛ, по-
рівняно зі спонтанною. У наступні роки спо-
стереження (1996–2000 рр.) захворюваність 
УЛНА почала зменшуватись і наблизилась до 
популяційного рівня [9, 47, 54]. Однак цей 
феномен потребує подальшого уточнення.

Узагальнюючи наведені вище результати 
клінічних та епідеміологічних досліджень, 
слід зазначити, що у спектрі етіологічних 
чинників виникнення злоякісних пухлин, у 
т. ч. захворювань гемопоезу, ІВ належить 
суттєва роль [25, 29]. Незалежно від існуючих 
відмінностей у поглядах стосовно діапазону 
малих доз, наведені дані переконливо під-
тверджують, що тривале опромінення такими 
дозами ІВ зумовлює такий самий широкий 
спектр виникнення онкологічної патології 
у постраждалих контингентів, як і опромі-
нення значними дозами. Проведений аналіз 
дає змогу заперечувати теорію радіаційного 
гормезису щодо організму людини. Результа-
ти клінічних спостережень за опроміненими 
особами підтверджують наявність у них, 
окрім підвищеної частоти розвитку, певних 
особливостей перебігу онкологічних захво-
рювань, що зумовлює необхідність тривалого 
клініко-епідеміологічного моніторингу цих 
контингентів.
М.Н. Ткаченко, Т.Ф. Любарец
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демиологических исследований по выявлению злокаче-
ственных заболеваний разнообразной локализации у лиц, 
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Історія кафедри фізіології людини і тварин  
Чернівецького університету

©   Я.В. Ганіткевич

Університет у Чернівцях засновано в 1875 р. 
за панування Австро-Угорщини на базі духов-
ної семинарії. Мав тоді лише 3 факультети: 
богословський, юридичний і філософський, 
викладання проводилося німецькою мовою. 
Після переходу Буковини до складу Румунії 
(1918) Чернівецький університет у 1920 р. 
перетворено в румунський. Після приєдна-
ния Північної Буковини до УРСР (1940) він 
став державним радянським, організовано 
6 факультетів, в тому числі біологічний, 
запроваджували викладання українською 
мовою [1, 2].

Після звільнення Чернівців від німецької 
окупації (1944) в процесі розвитку Черні-
вецького державного університету прийнято 
рішення про заснування кафедри фізіології 
людини і тварин. Уперше її організував і 
12 років очолював (1946–1957 рр.) доцент 
Д.О. Кочерга, який захистив кандидатську 
дисертацію в Дніпропетровському медично-
му інституті, пізніше працював в Інституті 
фізіології АН УРСР ім. О.О. Богомольця. В 
ці роки вивчали проблеми фізіології дихання, 
завідувач кафедри та науковці Н.Р. Мірза, В.А. 
Євдокимова, Р.Ю. Гутник (пізніше Хролінсь-
ка) виконали понад 20 праць про рефлекторні 
впливи рецепторів плеври на різні функціо-
нальні системи організму, зокрема на серцево-
судинну систему та органи дихання.

У період 1957–1961 рр. кафедрою за-
відував проф. Г.В. Попов, розвивався новий 

науковий напрямок – дослідження фізіології 
праці. Досліджували електричну активність 
м’язів при роботі і при втомі, вивчали фізіо-
логічний механізм “мертвої точки». Опу-
бліковано близько 20 праць Г.В. Попова, В.О. 
Воскобойникової, Р.Ю. Гутник та ін.

Протягом 1958–1967 рр. співробітники 
кафедри В.О Ткачук, К.І. Орчук і В.В. Зажає-
ва досліджували морфологічні особливості 
рецепторного апарату фасцій м’язів хребет-
них тварин. Вивчали роль інтероцепторів 
сім’яників (Р.Ю. Хролінська), вплив каротин-
ної підгодівлі на продуктивність сільського-
сподарських птахів (М.І. Яворський), вплив 
плавальних навантажень на стан печінки 
білих щурів (В.О. Паскар) та ін. 

З 1962 по 1971 рр. кафедру очолював 
проф. П.Д. Рудько, доктор біологічних наук, 
тематика окремих праць кафедри та на-
вчальний процес були пов’язані із сільським 
господарством. Колектив кафедри вивчав 
фізіологічні особливості росту, розвитку 
та продуктивності великої рогатої худоби у 
різних умовах вирощування. Ці проблеми 
досліджували П.Д. Рудько, доцент В.О. Вос-
кобойникова, співробітники М.В. Остапович, 
П.І. Шкурган, Т.В. Удовицька. На кафедрі 
панувала російська мова.

Доценти Д.О.Кочерга та В.О. Воскобой-
никова були також деканами факультету. 
Про стан навчальної роботи відомості не 
збереглися.
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В 1970 р. на кафедру обрано доктора 
медичних наук Я.В. Ганіткевича, до цього 
– доцента кафедри нормальної фізіології 
Івано-Франківського медичного інституту. 
В цей час в роботі кафедри основну увагу 
приділено підвищенню рівня навчального 
процесу. Розроблено нові програми і плани 
нормативних і спецкурсів, малого і вели-
кого практикуму, навчальної та виробничої 
практики. Опрацьовані нові спецкурси з 
фізіології центральної нервової систе-
ми, фізіології залоз внутрішньої секреції, 
фізіології травлення, фізіології праці тощо. 
Складено і вперше надруковано програми 5 
спецкурсів, розроблено нові заняття з малого 
практикуму, вперше запроваджено великий 
практикум. Налагоджено роботу віварію, 
студенти отримали можливість проводити 
хронічні та гострі досліди на тваринах (со-
баки, кролики, морські свинки, щури, білі 
миші). При допомозі ректорату (ректор – проф.  
К.О. Червінський) та деканату (декани – 
доц. П.І. Лопушанський, доц. Д.В. Бевзюк), 
партійного бюро факультету (секретар  
Д.В. Бевзюк) оновлено наочне обладнання 
кафедри. Всю навчально-методичну роботу 
кафедри переведено на українську мову. 

Студентів стали залучати до наукової робо-
ти. Розроблено і видано методичні рекоменда-
ції для проведення науково-дослідної роботи. 
Вони вперше почали виконувати курсові і 
дипломні роботи на актуальні теми, деякі сту-
дентські роботи були на високому науковому 
рівні та увійшли в публікації кафедри. Кращі 
випускники кафедри цього періоду стали 
аспірантами, кандидатами наук, доцентами і 
професорами (Роман Янчій, Леся Байдан, Ва-
лентин Швець, Євгеній Халаїм, Марія Сеник).

Кафедра розпочала розробляти новий 
науковий напрямок фізіології – дослідження 
фізіологічної ролі ендогенних (біогенних) і 
абіогенних поверхнево-активних речовин. За-
пропоновану завідувачем тематику схвалили 
наукові ради біологічної секції МВССО УРСР 
та наукова рада з мембранології АН СРСР, 
Я.В. Ганіткевича ввели до складу цих нау-

кових рад, до екологічної секції Національ-
ного комітету СРСР з поверхнево-активних 
речовин, редколегії міжвідомчого збірника 
МВССО УРСР.

На кафедрі проводили наукову і пе-
дагогічну роботу доценти І.І. Лещинюк,  
Л.І. Сандуляк, І.М. Павлюк, асистенти  
М.В. Остапович, Р.Ю. Хролінська, старші 
лаборанти Л.І. Черненко, Г.Г. Пендерецька,  
П.І. Шкурган, О.А. Ясюченя, науковий 
співробітник М.Г. Грішина. При сприянні 
ректорату на кафедрі формувалася невелика 
наукова група. 

Була налагоджена тісна співпраця з кафе-
дрою фізичної та колоїдної хімії універси-
тету (доц. В.П. Руді), кафедрами гістології, 
фізіології та з клінікою внутрішніх хвороб 
Чернівецького медичного інституту (проф. 
І.А. Шевчук, доц. В.Ф. Мислицкий, проф.  
Л. Самсон). Встановлено наукові зв’язки 
кафедри зі столичним університетом ім.  
Т.Г. Шевченка (Інститут фізіології, акад.  
П.Г. Богач), Інститутом фізіології ім. О.О. 
Богомольця АН УРСР (акад. П.Г. Костюк,  
М.Ф. Шуба, В.Я. Березовський), лабора-
торією поверхневих явищ Інституту хімії 
полімерів АН УРСР, налагоджено контакти з 
лабораторією акад. А.М. Уголева в Інституті 
фізіології АН СРСР (Ленінград). Спільно 
проводилися наукові дослідження, вико-
нувалися дисертаційні роботи, готувалися 
наукові публікації. Виробничу практику сту-
денти-фізіологи проходили в Києві в згаданих 
інститутах, деякі виконували там дипломні 
роботи (В.І. Швець).

У 1970–1971 рр. співробітниками кафедри 
проведено психофізіологічні дослідження 
на Чернівецькому текстильному об’єднанні 
«Восход», надано підприємству допомогу у 
розробці плану спеціального розвитку.

За 10 років кандидатські дисертації за-
хистили М.В. Остапович, Р.Ю. Хролінська, 
Л.В. Байдан, дещо пізніше – В.І. Швець, Р.І. 
Янчій, М.І. Сеник, Є.А. Халаїм. 

Співробітниками кафедри за цей час опу-
бліковано понад 80 наукових праць, в тому 
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числі 26 у всесоюзних виданнях, в зарубіж-
них – 5 [3]. Отримано авторське свідоцтво 
на винахід – ефективну підкормку сільсько-
господарських тварин поверхнево-активними 
речовинами.

Кафедра брала участь в ІХ, Х і ХІ з’їздах 
Українського фізіологічного товариства. 
Наукові роботи кафедри були представлені 
завідувачем кафедри в складі групи науковців 
СРСР на ХІІ з’їзді Польського фізіологічного 
товариства (Ольштин, 1972), на ІІ Конгре-
сі товариства фізіологічних наук Болгарії 
(Софія, 1974), на ХІІІ конгресі Польського 
фізіологічного товариства (Гданьск, 1975), на 
VІІІ Міжнародному конгресі з поверхнево-ак-
тивних речовин (Москва, 1978), на найбільш 
престижному ХХVІІІ міжнародному конгресі 
фізіологічних наук (Будапешт, 1980). Вели-
кий огляд праць кафедри з фізіологічної ролі 
поверхнево-активних речовин опубліковано в 
міжнародному журналі «Tenside-Detergents” 
(Мюнхен, 1978). 

Кафедра стала відомим в Україні та в 
СРСР центром дослідження поверхневих 
явищ в біології та медицині. До Чернівців 
приїздили для обміну досвідом та захисту 
дисертацій. У 1975 р. кафедра фізіології 
людини і тварин ЧДУ спільно з АН СРСР 
та АН УРСР уперше на факультеті провела 
за своєю тематикою Всесоюзний симпозіум 
«Фізіологічна роль поверхнево-активних 
речовин», в якому взяло участь 150 нау-
ковців Києва, Харкова, Донецька, Вінниці, 
Сімферополя, Москви, Ленінграда, Томська, 
Ташкента, Іжевська, Риги і Єлгави (Латвія), 
Пущіно, Шебекино, Щолкіно, Іжевська, 
Караганди, Благовєщенська (Росія) та ін. 
[4]. Основними питаннями було обговорен-
ня ролі поверхневих явищ в механізмі дії 
фізіологічно активних речовин, вивчення 
взаємозв’язку будови і фізіологічної дії по-
верхнево-активних речовин, їх взаємодія з 
біологічними та штучними мембранами. Ба-
гато доповідей були присвячені фізіологічній 
ролі жовчних кислот, якісній характеристиці 
та регуляції їх метаболізму. Значну увагу при-

ділили поверхнево-активним речовинам, які 
діють на біологічні мембрани, анестетикам, 
анальгетикам тощо, солюбілізації ферментів 
поверхнево-активними речовинами. Цікави-
ми були доповіді з Інституту фізіології ім.  
О.О. Богомольця АН УРСР про легеневі 
сурфактанти, їх роль у різних порушеннях 
легеневих функцій (Березовський В.Я.).

У 1980 р. за сприяння Інституту фізіології 
АН УРСР у видавництві «Наукова думка» 
вийшла у світ монографія Я.В. Ганіткевича 
«Роль желчи и желчных кислот в физиологии 
и патологии организма», яка стала настіль-
ною книгою для багатьох фахівців, науковців, 
аспірантів. Пізніше видано методичну книж-
ку «Я.В. Ганиткевич, Я.И. Карбач. Исследова-
ние желчи. Биохимические и биофизические 
методы» (Київ, 1985. –136 с.).

Кафедра фізіології людини і тварин за 
рівнем наукової та педагогічної роботи стала 
однією з провідних на біологічному факуль-
теті, готувала на належному високому рівні 
вчителів-біологів, активно розвивала фізіо-
логічну науку.

Проте з часом підтримка керівництвом 
університету і факультету починань кафедри, 
надання потрібної допомоги та сприяння 
припинилися. Я.В. Ганіткевич не став брати 
участі в черговому конкурсі та в 1981 р. за-
лишив Чернівецький університет. 

Завідувачем кафедри обрано доктора 
біологічних наук проф. С.А. Кузнєцова з Ки-
шинева, під його керівництвом стали дослід-
жувати функціональні можливості рухового 
аналізатора, проводити навчальний процес 
російською мовою. У 1983 р. С.А. Кузнєцо-
ва звільнено, самостійно функціонуючу 40 
років кафедру фізіології людини і тварин 
об’єднано з кафедрою зоології – створено ка-
федру зоології та фізіології людини і тварин, 
завідувачем стала доц. Д.В. Бевзюк – зоолог, 
кандидат біологічних наук, декан факультету.

У 1985 р. повністю ліквідовано кафедру 
фізіології людини і тварин, яка є основною 
на біологічних факультетах України та інших 
країн, дає необхідну підготовку викладачам 
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біології, випускникам біологічних факульте-
тів університетів. Невеликий курс фізіології 
людини і тварин залишався при кафедрі 
зоології [5]. 

Під кінець радянської доби біологічний 
факультет різко змінено в напрямку агробіо-
логії, наближено до рівня агрономічного або 
сільськогосподарського навчального закладу, 
з 1990 р. почато випуск грунтознавців, які 
стали працювати в господарствах Чернівець-
кої та сусідніх областей, в станціях хімізації 
сільського господарства тощо.

За незалежної України ліквідовано кафе-
дру зоології та гідробіології, відкрито кафе-
дру молекулярної генетики та біотехнології 
(2005), вчена рада університету перейменува-
ла (2009) біологічний факультет на факультет 
біології, екології та біотехнології [6]. Хоч в 
університеті кількість кафедр різко зросла (з 
56 до 75 за роки 1995–2005) кафедри фізіоло-
гії людини і тварин не відновлено. 

Згадані матеріали про кафедру фізіології 
людини і тварин Чернівецького національ-
ного університету імені Ю. Федьковича до-
повнять історію біологічного факультету уні-
верситету та  історію розвитку фізіологічної 
науки у вищих навчальних закладах України. 
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ПАМ’ЯТНІ ДАТИ

Михайло Михайлович Середенко

17 листопада виповнилося б 80 років відомо-
му вченому-патофізіологу, доктору медичних 
наук, професору Михайлу Михайловичу 
Середенко.

Михайло Михайлович народився у м. Хар-
кові, закінчив Київський медичний інститут 
ім. О.О. Богомольця. Після закінчення інсти-
туту деякий час працював лікарем у Київській 
обласній лікарні. Бажання займатися науко-
вою роботою сприяло тому, що у 1959 р. він 
вступив до аспірантури Інституту фізіології 
ім. О.О. Богомольця НАН України, після чого 
його творчий шлях був назавжди пов’яза-
ний з цим закладом. Михайло Михайлович 
успішно захистив кандидатську дисертацію і 
тривалий час очолював лабораторію газооб-
міну при відділі фізіології дихання. У 1980 р.  
М.М. Середенко захистив докторську дисер-
тацію і у 1981 р. став завідувачем відділу з 
вивчення гіпоксичних станів, яким керував 
до своєї передчасної смерті у 2003 р. У його 
науковому доробку близько 350 наукових 

праць в Україні та за кордоном, серед яких 4 
монографії і монографічні видання, 2 патенти 
на винаходи і способи лікування. Під його 
безпосереднім керівництвом розроблялися 
та проходили апробацію численні медичні 
препарати, які і дотепер знаходять широке 
застосування у клінічній практиці.

М.М. Середенко був високоерудованим 
талановитим ученим, видатним організато-
ром. Він створив наукову школу вчених-гі-
поксистів; під його керівництвом захищено 
21 кандидатських і 6 докторських дисертацій. 
У сферу його наукових інтересів входив ши-
рокий спектр проблем фізіології та патофі-
зіології дихання, патофізіології гіпоксичних 
станів, вікової фізіології, клінічної патофі-
зіології, спортивної медицини, порушень 
транспорту й утилізації кисню в організмі, 
пошуків шляхів їх корекції.

Визнанням досягнутих М.М. Середенко 
успіхів стало присудження йому Державної 
премії України в галузі науки і техніки в 
2000 р. Він був обраний членом Нью-Йорк-
ської Академії наук, тривалий час виконував 
обов’язки заступника голови експертної 
ради ВАК України, члена експертної комісії 
науково-технічної ради Українського Ан-
тарктичного центру МОН України, члена 
спеціалізованої вченої ради при Інституті 
фізології ім. О.О. Богомольця НАН України, 
члена правління науково-медичного товари-
ства патофізіологів України.

М.М. Середенко завжди був життєрадіс-
ною, оптимістично налаштованою, світлою 
особистістю. До нього завжди тягнулися 
люди, кожному він міг дати пораду.

Співробітники та учні намагаються бути 
гідними його високих наукових і моральних 
принципів, наслідувати його творчі та жит-
тєві заповіти.
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Юрій Петрович Лиманський

24 листопада 2013 р. на 84-му році життя піс-
ля тривалої важкої хвороби помер видатний 
нейрофізіолог, професор, доктор біологічних 
наук, завідувач відділу фізіології стовбура 
мозку Інституту фізіології ім. О.О.Богомоль-
ця НАН України Юрій Петрович Лиманський.

Свою наукову діяльність Юрій Петрович 
розпочав у 1958 р., вступивши до аспірантури 
у відділ загальної фізіології нервової систе-
ми під керівництвом Платона Григоровича 
Костюка. Він став першим аспірантом цього 
видатного нейрофізіолога. Перед вступом до 
аспірантури Юрій Петрович після закінчен-
ня Ставропольського медичного інституту 4 
роки працював лікарем у республіці Казах-
стан  та в м. Ставрополь.

Перші роботи Ю.П. Лиманського присвя-
чені дослідженню синаптичних потенціалів 
ретикулярної формації довгастого мозку. 
Вони виконані з використанням електрофі-
зіологічних методів внутрішньоклітинного 
відведення електричних потенціалів за до-
помогою мікроелектродів і отримали широке 
визнання на міжнародному рівні. Подальші 
дослідження Ю.П. Лиманського функціо-

нальної організації сенсорних і моторних 
черепно-мозкових нервів і регуляції їх ді-
яльності низхідними системами головного 
мозку викристалізували новий напрямок його 
досліджень. Експериментальні дані, отри-
мані при дослідженні структур трійчастого 
нерва, поставили завдання з дослідження 
фізіології болю та знеболення, особливо не-
фармакологічними методами. Були одержані 
об´єктивні докази ефективності застосування 
для боротьби з болем електромагнітних полів 
(ЕМП) вкрай низької інтенсивності. Вивчено 
протибольову дію ЕМП різного хвильового 
діапазону аж до видимої частини спект-
ра. Виявилося, що низькоінтенсивні ЕМП 
статистично достовірно послаблюють біль 
при дії на протибольові точки акупунктури 
або безпосередньо на осередок болю. Ю.П. Ли
манським уперше були проведені дослід-
ження протибольової дії низькоінтенсивного 
поляризованого світла. Показано, що ступінь 
анальгезії залежить від тривалості експози-
ції світла, зони, на яку направлене світло, і 
від довжини хвилі (кольору). Встановлений 
ефект підсилення малих доз фармакологіч-
них анальгетиків дією низькоінтенсивного 
поляризованого світла на точку акупункту-
ри. Були вивчені механізми анальгетичної 
дії низькоінтенсивних електромагнітних 
діапазонів з низькою щільністю потоку по-
тужності. Доведено, що анальгезія, викли-
кана дією низькоінтенсивних ЕМП на точки 
акупунктури, опосередковується опіоїдною, 
серотонінергічною і дофамінергічною анти-
ноцицептивними системами мозку. Важливо 
також зазначити, що анальгетична дія елек-
тромагнітних полів може підсилювати дію 
фармакологічних препаратов. Досконально 
було вивчено функціональну організацію мо-
ноамінергічних антиноцицептивних систем 
стовбура мозку, їх вплив на рівні сенсорних 
ядер довгастого мозку ядер таламуса та сен-
сорної зони кори головного мозку.

ХРОНІКА
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Ю.П.Лиманський постійно удоскона-
лював методику експериментальних до-
сліджень. Він був ініціатором і активним 
розробником блоку электронного обладнання 
для вивчення функціональної діяльності 
нейронів спинного і головного мозку. За цю 
роботу разом з групою співробітників він 
був відзначений Державною премією УРСР 
у галузі науки і техніки. За досягнення в 
дослідженні фізіології центральної нервової 
системи Ю.П. Лиманський одержав премію 
ім. О.О. Богомольця. 

Ю.П. Лиманський – автор і співавтор 191 
наукових праць, у тому числі 8 монографій, 
двох глав у посібниках і двох авторських сві-
доцтв на винаходи. Ним зроблені теоретичні 
узагальнення стосовно структурно-функ-
ціональної організації системи трійчастого 
нерва (монографія, 1976 р.), запропонована 
нова гіпотеза про біль (монографія, 1986 р.), 
сформульована концепція про три морфофунк-

ціональні системи стовбура мозку і їх місце в 
інтегративній діяльності ЦНС (монографія,  
1987 р.), сформульовані принципи комплексно-
го лікування больових синдромів остеохондро-
зу хребта людини (монографія, 1988 р.), видані 
практичні посібники з використання акупресу-
ри в невідкладних станах (посібник, 1995 р.) і 
лікування різних патологічних станів у людини 
при дії низькоінтенсивних електромагнітних 
полів на специфічні зони тіла (2001 р.).

Ю.П. Лиманський був членом Міжна-
родної організації з вивчення мозку, членом 
Міжнародної організації з вивчення болю, 
умілим керівником та організатором наукових 
досліджень. Ним підготовлено 9 аспірантів, 
які успішно захистили дисертації і стали 
кандидатами наук. Юрій Петрович був також 
доброю, чуйною, простою і доступною у 
спілкуванні людиною. 

Добра пам´ять про Ю.П. Лиманського 
назавжди залишиться в наших серцях.
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